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Zur Kenntnis des Invertins. 
Finfte Abhandlung. 


yon 


Richard Willstiitter und Karl Schneider. 


Mit einer Tafel. 


Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissen- 
schaften in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Oktober 1923.) 


Einleitung. 

Unsere Mitteilungen berichten iiber den Versuch den Rein- 
heitsgrad der Saccharase zu steigern, um Aufschliisse tiber 
ihre chemische Eigenart vorzubereiten. Die vorliegende Arbeit 
behandelt eingehender als bisher die Frage, ob das Enzym 
zu den Kiwei8kérpern zahlt oder ob es uns nur vermischt mit 
wechselnden Mengen von ihnen begegnet. Jede analytische 
Frage wie diese gibt Veranlassung, die priparative Methode 
weiter zu entwickeln und ihre Lésung hingt ab von erneuter 
Steigerung der enzymatischen Konzentration oder von der Er- 
mittlung gewisser Unterschiede einzelner Enzympriparate und 
-raktionen. ,,Wenn man“ z. B. ,,[nvertin nach dem Stickstoff- 
gehalt zu fraktionieren versucht, so wird der Vergleich der 
Enzymfraktionen wesentliche Unterschiede in den Eigenschaften 
und in der Reinheit auch bei ungefahr gleichem, enzymatischem 
Reinheitsgrad ergeben“.}) 

Priparate von Invertin differieren je nach der Rasse und 
der Beschaffenheit der verarbeiteten Hefe, nach der Art und 
dem Reifezustand der Autolysate, nach dem Verfahren der Iso- 
lierung und der Hiufigkeit der angewandten Adsorptionsmethoden. 
Um zu finden, was von qualitativen Reaktionen und von den 
Befunden der elementaren Zusammensetzung wesentlich fiir die 





1) III. Abh. zur Kenntnis des Invertins. Diese Zs, Bd. 123, S.1 
(1922) und zwar S. 5. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIII. 13 
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Natur des Enzyms ist, wird man zweckmaBig die Darstellungs. 
weise variieren. Leider verzichtet aber, wie wir schon friiher 
fanden und im folgenden wieder bemerken, jede neue Iso- 
lierungsmethode auf manche zuvor erzielte Vorteile und Rein. 
heitsmerkmale. Beispielsweise war in unserer ersten Ab- 
handlung erreicht, Invertin von Hefegummi vollkommen zu 
befreien; die anders dargestellten Priparate der zweiten Ab- 
handlung enthielten dagegen wieder etwas Kohlehydrat. Auclh 
eine Anzahl unserer neuen Invertinpriparate weisen, selbst 
wenn sie im Reinheitsgrad den alten weit tiberlegen sind, deut- 
liche Spuren von Hefegummi auf, wie aus der Tabelle XVII 
ersichtlich. Unsere SchluBfolgerungen iiber die Zusammen- 
setzung des Invertins beruhen daher nicht auf den Eigen- 
schaften aller, sondern einzelner Praiparate. Wenn ein einziges 
hochwertiges Invertinpriparat keine Spur von Kohlehydrat ent- 
halt, so sind Kohlehydrate akzessorisch und fiir die Zusammen- 
setzung des Invertins ohne Belang. Fir Proteine gilt das 
gleiche. 

Ein methodischer Fortschritt wird in der vorliegenden 
Arbeit hinsichtlich der Anwendung von Kaolin zur Adsorption 
der Saccharase erzielt. Die Angabe von L. Michaelis?), dat 
das Enzym von Kaolin unter keinen Umstinden adsorbiert 
wird, muBte erst iiberwunden werden. Zuniichst gelang dies 
Willstatter und Racke?’) nur durch vorangeschickte wesent- 
liche Steigerung des Reinheitsgrades; erst nach der Tonerde- 
adsorption erschien die Adsorption von Invertin durch Kaolin 
ausfibrbar. Dann fanden Willstatter und Wassermann’, 
daB die stérenden Hinfliisse der Begleitstoffe, mit denen das 
Enzym assoziiert ist, durch sehr groBe Verdiinnung bei Ein- 
stellung geeigneter Aciditaét ausgeschaltet werden, so daB die 
Saccharase unmittelbar aus den Hefeautolysaten durch Kaolin 





1) Biochem. Zs. Bd. 7, S. 488 (1907/8); L. Michaelis u. M. Ehren- 
reich, Biochem. Zs. Bd. 10, 8. 283 (1908). 

*) J, Abh. zur Kenntnis des Invertins. Liebigs Ann. d. Cheu. 
Bd. 425, S. 1 (1920/21) und zwar S. 55. 

3) IV. Abh. zur Kenntnis des Invertins. Diese Zs. Bd. 12°. 
S. 181 (1922). 
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auswihlend adsorbiert wird. Wir gelangen einen Schritt 
weiter und adsorbieren einfach aus einem beliebigen Autolysat, 
ohne es zu verdiinnen, mit Kaolin das Enzym, indem wir so 
stark ansiuern, als bei kiirzester Operationsdauer von dem 
Enzym noch vertragen wird. Man kann beispielsweise mit 
Invertinlésungen arbeiten, die 10°/, Essigsiure enthalten. Je 
mehr es dabei gelingt, die Menge des Adsorbens herabzumin- 
dern, desto giinstiger fiir die auswaihlende Adsorption, fiir die 
Reinheit des Priparates. Jenen Adsorptionswert des Kaolins 
0,09), der in der IV. Abhandlung die unmittelbare Isolierung 
von Invertin aus dem Autolysat erlaubte, vermochten wir, 
wie die folgende Zusammenstellung (Tab. I) zeigt, noch bis 
auf das Fiinffache bei Autolysaten, auf das Zwanzigfache bei 
reineren Invertinlésungen zu steigern. 


Die einmalige Adsorption aus Autolysaten mit Kaolin fihrt 
nun zu Invertin vom Zeitwert 0,284 (S. W. = 3,52; If = 2143), 
die Kombination mit einmaliger Adsorption durch Tonerde 
zum Zeitwert 0,178 (S. W. = 5,62, If = 342). Den bis heute giin- 
stigsten Reinheitsgrad besitzt ein durch Kaolin und Tonerde 
ie einmal adsorbiertes Priparat vom Zeitwert 0,163 (S. W. = 
6.14, If = 374). 

Die angewandten Verfahren ermdglichen die Zerlegung des 
Enzyms in leichter und schwerer adsorbierbare Fraktionen und 
weiter die Trennung des adsorbierten Anteils in leichter und 
schwieriger eluierbare. Auf diese Weise wurde eine Anzahl 
von Invertinpriiparaten zum Zwecke vergleichender qualitativer 
und quantitativer Analyse in Fraktionen zerlegt. Die bisher 
reinsten Priparate enthalten 11,32 und 9,52°/, Stickstoff. Bei 
Priparaten vom Zeitwert 0,25 bis 0,37 schwankt der Stickstoff- 
gehalt zwischen 10,24 und 5,41°/,. Die von H. v. Euler und 
k. Josephson aufgeworfene Frage, ob zwischen dem Stick- 
stoffgehalt und der Inversionsfihigkeit Proportionalitait besteht, 
ist zu verneinen.?) 





') Uber die Berechnung der Inversionsfahigkeit If und iiber ihre 
Beziehung zum S, W. vergleiche den Anhang (S. 34). 
*) Chem. Ber. Bd. 56, S. 446 und 1097 (1923). 
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Tabelle I. Adsorptionswert 








Nr. ane te Vorbehandlung} Aciditiit Verdiinnung LSE, 

Autolysates in cem 
1 jung od. alt keine — 200 u. 400 

2 4 Monate m n/20 Essigs. 16000 
3 y- «» % se Cr 570 
4 27 mi Alkoholfllg. n/8__i,, 320 
a 25 ” ” n/3 ” 1000 
6 . é | —_ 2000 
7 |Inv. v. Zeitwert 0,178 n/20___,, 6000 














Auch hinsichtlich der typischen EiweiBreaktionen weisen 
die Fraktionen groBe Unterschiede auf. Bei einigen der In- 
vertinpriparate versagen die empfindlichen KiweiBproben, 
wihrend sie bei andern mehr oder weniger deutlich auftreten. 

Die Erkenntnis, daB die Saccharase wie andere Enzyme 
weder, wie angenommen, zu den Kohlehydraten noch zu den 
EiweiBkérpern zahlt, findet also Bestatigung. Aber dies ist 
leider nur eine negative Aussage. Es ist noch nicht méglich, 
die Enzymnatur mit einer chemischen Gruppendefinition zu 
erklaren. Freilich wire es auch nicht angezeigt, etwa die 
Konstitution der schon besser bekannten Hormone oder auch 
nur die Natur der Alkaloide, soviel Kenntnis von der Struktur 
vieler einzelner leicht zugiinglicher Glieder wir den chemischen 
Untersuchungen von hundert Jahren verdanken, mit einer zu- 
sammenfassenden chemischen Bezeichnung auszudriicken. Nur 
fiir diejenigen Klassen physiologisch wichtiger Stoffe ist es méglich: 
die Konstitution mit einem Worte zu erkliren, die sich durch 
Hydrolyse in einfache Bausteine spalten lassen, also Fette, 
Kohlehydrate und Proteine. 


Experimenteller Teil. 
I. Uber die Bestindigkeit der Saccharase 
in den Adsorbaten. 
Bei der Adsorption von Invertin durch Tonerde pflegt die 
enzymatische Wi-kung quantitativ unverindert zu bleiben. Dies 
ist schon bei den ersten Versuchen zur Adsorptionsmethode 








n | 
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vert@, Kaolin fir Saccharase. 


\S.E 


1 

















Caolin se — — Zitat 
el. osm. 0 0 IV. Abh. Tab. II. Nr. 1 u. 3 

86 0,089 » = « 
Zettlitz 92 0,110 | ae » ee 8 

as 98 0,295 . « a 2 

98 0,393 

o 97 0,505 Beisp. aus vorl. Arbeit Ile 

el. osm. 97 1,61 V. Abh. Tab. VI. Nr. 9 


beobachtet worden') und wir fanden es oft bestatigt, aller- 
dings nur bei Praparaten von nicht sehr hohem Reinheitsgrad. 
Schon bei Priparaten vom Zeitwert 0,23 begegnen wir Enzym- 
verlusten beim Adsorbieren mit Tonerde (Sorte nach Will- 
stitter und Kraut?) B, vollig sulfatfrei, und C, noch sulfat- 
haltiges Priparat); wir finden (Tabelle IT) nur 52—75°/, der- 


jenigen Mengen, die gemiB der Bestimmung der Restlésungen 


adsorbiert worden sind, im Adsorbate selbst noch in aktiver 
Horm vorhanden. Es ist kein Anhaltspunkt dafiir gegeben, 
daB die Enzymreaktion bei den reinen Priaparaten eine Ab- 
hingigkeit vom kolloidalen Zustand zeigt, die bei weniger 
reinen Priparaten nicht zutage trite. Vielmehr diirfte bei 
der Adsorption ein Teil des Enzyms zerstért werden. Die 
Menge des eluierbaren Invertins steht naimlich noch zuriick 
hinter der im Adsorbat gefundenen. Bei weitgehender Steige- 
rung des Reinheitsgrades, bei der Beseitigung der letzten An- 
teile von Begleitstoffen mu8 man mit dieser Schwierigkeit 
rechnen. 


Die Versuche der Tabelle Il zeigen auBerdem, daB das 
Invertin héheren Reinheitsgrades, wohl infolge der Verarmung 


') R. Willstitter und F, Racke, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 425, 
S. 1 (1920/21) S. 70; R. Willstatter u. R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 116, 
S. 59 (1921); J. M. Nelson u. D.J. Hitchcock, J, Am. Chem. Soc. 
Bd. 43, S. 1956 (1921); R. Willstitter, Joh. Graser u. R. Kuhn, 
Diese Zs. Bd. 123, S. 52 (1922). 

*) Chem. Ber. Bd. 56, S. 149 u. 1117 (1928). 


Kio OU Rae te Na ee tat cit Lay ais deg 
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an Phosphat, aus den Adsorbaten schwerer durch Ammoniak 
als durch das spezifisch eluierende Alkaliphosphat!) frei. 
gelegt wird. 


Tabelle Il. Invertinverlust bei der Tonerdeadsorption. 





Eluiertes Invertin 








Proz. von | Proz. von im 
{m Adsorb. | adgorbiertem | Ads. best. 
; 2 gef. Inv. , 
Nr.| Invertin | Tonerde ee oer os a 
Proz. d. Oo os | —, =| ar i tee o 4 =| ye 
1D om | pn os ve) ont on © out 
ads. Menge] 98 | 85) O8 .ge 
Ss i-s2iecgic°gs 
8 | ° | =| C 
28) Aa) #8 | 84 
ae: Tae: eee 
| 1S.W.4,35] Sorte C 52 1 48 2 92 
2 1|S.W.4,35] Sorte B 75 43 62 57 83 
3 [S.W.5,71] Sorte B 71 37 60 52 85 














Das Verhalten des Invertins gegen Kaolin ist verschieden 
von der Konstanz, die bis zu hohen Reinheitsgraden bei der 
Adsorption an Tonerde besteht. Man wird an die eigentiim- 
lichen Verluste von Peroxydase erinnert, die in dem beson- 
deren Falle der Adsorption durch kolloide Kieselsiure bemerkt 
wurden.”) Bei der Verarbeitung von frischen, aber von viel 
KiweiB befreiten Hefeautolysaten konnten niimlich in den Ver- 
suchen der Tabelle III nach Adsorption mit elektroosmotisch 
gereinigtem Kaolin bei geeigneter Aciditiit der Lésung (Kon- 
zentration 18. K. in 8—16 Liter) nur '/,—?/, des adsorbierteu 
Enzyms durch Elution mit Ammoniak oder Alkaliphosphai 
isoliert werden. Wie in der IV. Abhandlung gezeigt, wird In- 
vertin aus frischen Hefeautolysaten von Kaolin nur in sehr 
geringem Mabe adsorbiert. Die Adsorbierbarkeit steigt nun 
sogar zu hohen Werten an bei einer Vorbehandlung der Auto- 
lysate mit Hiweib faillenden Schwermetallsalzen (mit basischem 
Ferrisulfat), wobei dem Invertin viel Hefegummi beigemischt 
bleibt. Fiir die folgenden Versuche (auch die der Tabelle IV) 





1) R. Willstitter u. R, Kuhn, Diese Zs. Bd. 116, S. 59 (1921). 
*) R. Willstiitter, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 422, 47 (1920/21 
und zwar S. 86. 
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diente ein solches, durch Vorreinigung auf den Zeitwert 10,9 
gebrachtes, frisches Hefeautolysat. 


Tabelle Il]. Adsorption mit (el-osm.) Kaolin und 
Elutionsausbeute. 





— Eluiertes 
| &818- | aolin| bierte Elation a. 
sauer S. E. os 
aaqasoron. 


n/20 ] ° 0,129 0,05°/, Ammoniak 18,7 
n/20 (0,132 schwach soda-alkalisch 15,9 
n/20 F 0,118 1°/, Diammonphosphat + 1 °/o5 
Glycerin 24,6 
n/20 0,096 92 | 1°/, Diammonphosphat + 1°/,, 
Glycerin, 150 Min. bei 30° 
n/50 0,094 10 cem 0,05°/, Ammoniak 
+10cem 0,59 prim. Phosphat 
n/50 3 | 0,162 6 ccin 0,05°/, Ammoniak 
+ 10cem 0,5°/ prim. Phosphat 
n/50 | § ms 10 cem 0,059/, Ammoniak 
+7,5cem 0,5°/, prim.Phosphat 
n/50 | 1,5 0,5°/5 Diammonphosphat 
+ 1°, Glycerin, 360 Min. 24,2 




















Die Ausbeuten in den Elutionen waren bei Kaolinen von 
verschiedener Herkunft und Beschaffenheit ungiinstig. Sie lieBen 
sich aber verbessern (T'abelle IV), wenn die Kaoline der von 
Willstatter und Racke?*) empfohlenen Behandlung mit sieden- 
der 20°/, iger Salzsiiture unterzogen wurden; sei es, daB man 
das Adsorbens noch auf Lackmus scharf sauer reagierend an- 
wandte oder daB man es mit Ammoniak neutralisierte. Es 
geniigt nicht (Versuch 5 und 6 der Tabelle IV), das Kaolin 
mit verdiinnter Salzsiure nur zu schiitteln. Am _ giinstigsten 
war aber (Versuch 11 und 12 der Tabelle IV) fiir die Ver- 
arbeitung vorbehandelter, frischer Autolysate oder von Invertin- 
ljsungen hdheren Reinheitsgrades eine sehr weitgehende Vor- 


') R. Willstitter und F.Racke, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 425, 
S. 1 (1920/21) u. zwar S. 86. ; 
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behandlung der Kaoline mit heiBer, konzentrierter Salzsiure. 
die eine betrachtliche Zersetzung des Tonerdesilikats und eine 
gewisse Beladung mit Chlorwasserstoff zur Folge hatte. 


TabelleIV. Kaolinbeschaffenheit undElutionsausbeute. 


(Adsorption aus n/20-essigsaurer Lésung von 18.E. in 8 Liter, Elution 
durch 0,05°/, NH,.) 























Aileen. Eluiertes 
Nr. Kaolin bierte | A420rp- | 4 w, | Invertin, 
SE. tionsgrad Proz. vom 
adsorb. 
0 ee 0,116 85 (),232 22,4 
2) Zettlitw. ..... 0,130 96 (),260 21,8 
Oe ee ok ee 0,115 94 (),230 38,3 
ae ge inn een 0,129 100 _ 18,7 
5 | mit 0,1°/, HCl beh. . (0,120 86 (0,240 31,7 
6 | mit 1°/, HCl beh.. . 0,115 84 (),231 24 
7] mit 20°/, HCl beh. . 0,128 95 (0,246 50,5 
8 » ei wo ; 0,107 98 0,226 58,4 
% | ebenso, mit NH, neutr. 0,094 78 0,188 49 
10 Ne eee _ 0,117 87 0,213 47,5 
11 | mit konz. HCl beh. . 1,401 95 0,211 75,1 
WOE lie Gat. ae Cae 4,830 92 0,242 79,8 


500 g Kaolin wurden mit 1,5 Liter reiner Salzsiiure vom spezifischen 
Gewicht 1,18 gut vermischt und erwirmt, zunichst so langsam, daB es 
einen Tag bis zum beginnenden Kochen dauerte, dann einen weiteren 
Tag zum lebhaften Sieden. Durch Verdiinnen und wiederholtes De- 
kantieren mit Wasser trennte man die eisenhaltige Lésung vom Kaolin 
ab und wiederholte noch drei Mal diese Behandlung mit Salzsiure, so 
da8B im ganzen 14 Tage dafiir nétig waren. SchlieBlich wurde das 
Kaolin fiir alle Versuche in dieser Arbeit mit kaltem Wasser nur soweit 
ausgewaschen, daB das Wasser fast keine saure Reaktion mehr zeigte, 
wihrend aber eine kleine Probe des Kaolins auf Lackmuspapier noch 
stark saure Reaktion aufwies. 

Die folgenden Analysen geben einen Vergleich zwischen dem an- 
gewandten (elektro-osmotischen) und dem mit Salzsiure erhitzten Kaolin. 

Elektro-osmotisches Kaolin: 0,4153 g Substanz (bei 120° getrocknet) 
gaben 0,2172 g SiO,, 0,1476g Al,O, + Fe,O,, 0,0058g Fe,0,, 0,0071 ¢ 
CaO. — 0,4306g Substanz gaben 0,2253 g SiO,, 0,1536 g Al,O, + Fe,9;. 

Salzsiure-behandeltes Kaolin: 0,3888 g Substanz (bei 120° getrocknet) 
gaben 0,2302 ¢ SiO,, 0,1163¢ Al,O,; + Fe,O;, 0,0016g Fe,O,, 0,0031 ¢ 
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cad. — 0,4099 g Substanz gaben 0,2440 g SiO,, 0,1242 g Al,O, + Fe,0,, 
(0021 g Fe,Qs. 


El.-osm. Salzs.-beh. 
Gef. I II I II 
SiO, 52,30 52,32 59,35 59,52 
Al,O, + Fe,0, 35,54 35,67 29,92 30,30 
Fe,0, 1,39 — 0,41 0,45 
CaO 1,71 _ 0,79 — 


Bei den gealterten, aber keinen Reinigungsoperationen 
unterworfenen Autolysaten, wie sie fiir das Verfahren der In- 
vertindarstellung von Willstitter und Wassermann dienen, 
hat die Beschaffenheit des Kaolins sehr wenig EKinfluB; die 
verschiedenen Sorten (‘l'abelle V) geben auch ohne Vorbehandlung 
mit Salzsiure bei der Adsorption und Elution hohe Ausbeuten. 
Dieses Ergebnis ist, wie aus dem Vergleich mit den voran- 
stehenden und den nachfolgenden Versuchen hervorgeht, auf 
den Gehalt der Autolysate an Proteinsubstanzen zuriickzufihren, 
die eine Schutzwirkung ausiiben. 


Tabelle V. 
Klutionsausbeuten bei gealterten Autolysaten. 
»/20-essigsaure Lésung, 18.E. in 8 Liter; eluiert durch 0,05°/, NH,.) 








en Eluiertes 
Nr. Kaolin bierts [ASO | aw. | ere 
SE. tionsgrad Proz. vom 
adsorb. 
I eS eee 0,1116 91 0,112 70,5 
= ye 0,1183 96 0,118 78 
* 1 mit 20°/, HCl beh. . 0,121 99 0,101 82,5 
{| mit konz. HCl beh. . 0,0644 52 0,128 65 

















Der Adsorptionswert des Kaolins fiir Invertin in n/20- 
essigsaurer Lésung steigt beim Altern der Autolysate von un- 
gefihr 0,008 auf 0,06—0,12; bei der Reinigung des Invertins 
nach den beschriebenen Methoden zum Zeitwert von etwa 0,2 


| wichst der Adsorptionswert infolge der Verarmung der Invertin- 


ljsung an Begleitstoffen, welche die Oberfliche des Kaolins 
mit beanspruchen, weiter zum zehn- bis zwanzigfachen, nimlich 
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zum Werte 1,6—1,7. GemiB diesem gréferen Adsorptions. 
vermégen sollte es méglich sein, reinere Praparate durcn Ad- 
sorptions- und Elutionsvornahmen zu erhalten. Allein dieser Ver. 
such gelingt mit Kaolin nicht. Reinere Invertinpriparate ergebey 
nimlich bei der Kaolinadsorption und -elution groBe Verluste, 
Die Versuche der Tabelle VI sind in n/20-essigsaurer Lisung, 
d.i. bei einer Aciditiit, die in der Versuchsdauer ohne Zer. 
setzung ertragen wird, mit Invertin vom Zeitwert 1,3, 0,23 
und 0,178 ausgefiihrt; in dem letzten Beispiel betrug die 
Elutionsausbeute bei Anwendung von el.-osm. Kaolin nur 15, 
von salzsiure-behandeltem Kaolin nur 30°/.. 


Tabelle VI. Adsorption von reinerem Invertin uni 
Klutionsausbeute. 
(Eluiert mit 0,5°/, Diammonphosphat.) 

















ene Ad- Eluiertes 
Nr.| Priiparat Kaolin bierte | S°°P" | A. w. Invertin, 
SE. tions- Proz. vou 
grad adsorb. 
1] S.W.0,77 | el-osm. . . . . . | 0,104 95 | 0,208 37,5 
2 » 0,77 | Zettlitza . . . . . 40,104 95 | 0,208 37,5 
3 , 0,77 | mit 20°/, HCl beh. . | 0,107] 98 | 0,214} 58,4 
4 » 0,77 | mit konz. HCl beh. . | 0,105 96 | 0,210 57,7 
5 » 4,35 | el-osm. .. . . .10,1121 100 _ 13 
6 » 485 | Zettlitz . . . . « }O0,888) 100 — 23,7 
7 ., 4,35 | mit 20°/, HCl beh. . | 0,112] 100 ~ = 36,9 
8 , 4,35 | mit konz. HCl beh. . | 0,112} 100 — 39,5 
9 » Bf eee 6 ws > 2 ee 97 11,61 15,2 
10 » 5,71 | mit 20°/, HCl beh. . | 0,157 95 | 1,57 36 
11 ., 9,71 | ebenso mitNH, neutr. | 0,132 80 | 1,65 20,5 
12 » 5,71 | mit konz. HCl beh. . | 0,162 98 | 1,62 37,7 








Die einerseits bei den frischen, durch Ausfillung von Ki- 
weiB befreiten Autolysaten, sodann bei Invertin von héherem 
Reinheitsgrad beobachteten Enzymverluste kinnen entweder 
darauf beruhen, daB die Adsorbate schlecht eluierbar sind, ode 


darauf, daB das Invertin bei der Adsorption, sei es sofort oder 
allmiihlich, zerstért wird. Die Kaolinriickstinde nach der 


if 
ee 
6 
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Elution sind indessen so arm an Invertin, dab die beobachteten 
Differenzen nicht mit Zuriickbleiben des Enzyms im Kaolin 
orklart werden kénnen. 

Zum Beispiel erzielten wir nach der Adsorption von 
9,109 S.E. aus 2 Liter n/20-Kssigsiure mit 1 g el.-osm. Kaolin 
eine Elutionsausbeute von 27°/, und fanden in dem einmal 
eluierten Kaolin nur eine geringfiigige Menge (0,3°/,) vom 
Invertin. 

Unsere Beobachtungen ergeben nun, daB bei der Adsorption 
durch Kaolin — in geringerem MaBe durch salzsiure-be- 
handeltes —- teilweise Zerstérung des Invertins erfolgt und 
zwar sofort. 

In 1 Liter n/20-essigsaurer Lésung von 0,253 8. E. des fiir Tabelle III 
angewandten Invertins wurden 1,14 g el.-osm. Kaolin eingetragen, d. i. 
soviel, als zur Adsorption erforderlich. Darauf wurde so schnell als 
méglich mit dieser Suspension die Saccharasewirkung bestimmt und 
zwar mit 40 ccm; unter den Bedingungen der Vergleichszeitwerts- 
bestimmung erfolgte halbe Inversion in 79,5 min. Daraus ergab sich 
fiir die ganze Aufschliimmung der Gehalt von 0,0728 8S. E., d. i. 28,6°/, 
des angewandten Enzyms. 

Die direkte Bestimmung der Saccharasewirkung von Kaolin- 
adsorbaten (Tabelle VIIT) ergab bei Anwendung von reinem 
und weniger reinem Invertin, daB die Adsorbate stets soviel 
und nicht mehr Saccharase enthielten, als wir daraus zu elu- 
ieren vermochten. Die in den Elutionen fehlende Saccharase 
tehlte schon alsbald nach der Adsorption. Man hat keinen 
Grund, Hemmung der Invertinwirkung im Adsorbat, wie sie 
bei den Bleifaillungen von Willstitter, Graser und Kuhn}) 
beschrieben wurde, hier anzunehmen. Das Adsorbat wies nie 
weniger EKnzym auf als die Elution. Es ist kein Anzeichen 
gegeben, da mehr Enzym eluierbar ist, als in der Adsorbat- 
analyse gefunden wird. Das Enzym hat also von einem ge- 
wissen Reinheitszustand an bei der Adsorption teilweise Zer- 
setzung erlitten, in héherem Ma8e bei reinem Kaolin und bei 


') Diese Zs. Bd. 123, 8. 1 (1922) u. zwar S. 15. In den Bleifillungen 
‘indet man beispielsweise nur 10—17°/, des wirklichen Invertingehalts, 
von dem 86°/, eluiert werden konnte. 
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reinerem Invertin, in geringerem MaBe bei salzsaure-behandeltey, 
Kaolin und bei unreinem Jnvertin. 


Tabelle VII. 


adsorbaten und Elution. 


Vergleichende Bestimmung in Kaoliy.- 




















ImAdsor-| Eluiertes Invertiy 

bat gef. Proz. des 

Nr. Invertin Kaolin Invertin, Proz. vom| im Adsor. 
Proz. des adsorb, | bat be- 

adsorb. stimimten 

1 el.-osm. . Sot 42.5 32; 38 | 75; 89,5 

2 | Junges, ent- | init 20°/, HCl beh. | 64,7 151359357] 79; 91:58 

3 eiw. Autoly-| 90, , 64,2 65; 53 | 100; 82.5 
4 | sat mit konz. HCl beh. 73,5 68,5 93 
5 | gealt. Autolysat | el.-osm. 74,3 74,5 100 
6 | S.W. 0,763 ie il ae 44 |37,5;36,2| 85; 82 

7 , 0,768 | mit 20°/,HCl beh. | 58,5 |58,4; 57,7] 100; 98.5 
8 5 4,35 el.-osm. . —_ 13 13 100 
a) » 4,85 mit konz. HC! beh. 39,9 39,3 98,5 
10 yD 62 el.-osm. — 15,2 100 
11 » 5,62 wie7, neutr. mit NH, 26,2 20,5 78 


Die bei der Adsorption sofort erfolgende Invertinzerstirung 


schreitet nur langsam im Adsorbat weiter. 
Aus vorgereinigtem frischen Hefeautolysat, enthaltend 0,0973 5. E., 


wurde bei einem Essigsiiuregehalt = n/50 das Adsorbat mit 0,5 g Kaolin 
(nit konz. Salzsiure behandelt) bereitet, rasch abgesaugt und in Wasser 
aufgeschlimmt. Das Adsorbat enthielt, sofort bestimmt, 0,0689 S.E., 
d. i. 70,8°/,, nach 1 Stunde 0,062758.E., d. i. 64,5°/,, nach 5 Stunden 
0,0593 S. E., d. i. 60,9°/, der angewandten Saccharase; eine andere Probe. 
nach dem Absaugen in n/50-Essigsiiure suspendiert, wies nach 1 Stunde 
0,0606 S. E., d.i. 62,2°/,, auf. 


Il. Zur Isolierung des Invertins dureh Adsorption 
mit Kaolin. 


A. Aus unverdiinnten, stark angesauerten Autolysaten. 

Auf die Adsorption des Invertins aus den Hefeausziigen iiben 
nach Willstatter und Wassermann die Verdiinnung, die 
Alterung der Autolysate und ihre Aciditit wesentlichen Hin- 
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em 4uB aus. Ks gelingt durch Verminderung der Zeitspanne, 
wihrend deren das Enzym der Siurewirkung unterliegt, namlich 
durch Abkiirzung der Operationen, die anwendbare Aciditit be- 
deutend zu steigern. Dadurch wurde zwar bei frischen Autoly- 
saten keine, bei gealterten aber eine wesentliche Steigerung 
der Adsorptionswirkung von Kaolin erzielt, nimlich eine ebenso 
hedeutende wie durch die von Willstitter und Wassermann 





des 

saa eingefiihrte groBe Verdiinnung. 

- Die Saiureempfindlichkeit des Invertins ist zuerst von 
ten (.S. Hudson und H.S. Paine?) untersucht worden. Gegen- 


iber den iilteren Befunden ist die Abhingigkeit des Verhaltens 

i vom Reinheitszustand hervorzuheben. Es ist nach den Unter- 
suchungen der Tabelle VIII bei den an Schutzstoffen reichen 
Autolysaten méglich, die Siure auf erstaunlich hohe Konzen- 
) tration zu steigern, ohne da8 in der fiir die Operationen un- 
52 bedingt erforderlichen Zeit Enzymverlust vorkommt. Aber ver- 
hiltnismaBig sehr geringen Differenzen der Titrationsaciditit 
'entsprechen entscheidende Unterschiede in der zerstérenden 4 
, | Wirkung. Nach den Versuchen 5 und 6 wird vom Invertin 1 
eines Autolysates n/6-Salzsiure 22 Min. mit nur 3,6°/, Verlust 
ertragen, wihrend in n/4-salzsaurer Lésung unter gleichen Um- 

Ing stinden schon 71,5°/, zerstért werden. 1,5 n-Essigsiure (also 
| Autolysat auf einen Gehalt von 9°/, Essigsiure gebracht) be- 


E,, wirkt in 12 Min. keine Abnahme, 2n-Essigsiure hingegen eine ; 
= Minderung des Invertingehalts um 17°/, (Versuch 2 und 3). a 
E. In dem betrichtlich reineren Zustand, in den das Invertin a 
den durch Fallung eines Autolysates mit Alkohol und Auflésen > 


obe. HR des Niederschlages mit Wasser oder Alkohol gelangt, bleibt 
das Enzym noch in n/3-essigsaurer Lésung wahrend 15 Min. 
unversehrt. 
Unter den so ermittelten Acidititsbedingungen, also in 
n/8-Salzsiure oder zumeist in 1,5-n-Essigsiure, behandelten wir 
| geniigend gealterte Autolysate ohne sie zu verdiinnen mit Kaolin. 
Hs war dafiir unnétig, das Kaolin mit Salzsiure zu behandeln. 
ven Der Adsorptionswert (0,1) und die Elutionsausbeute (70—90°/,) 


') Journ. Am. Chem. Soc. Bd. 32, S. 774 u. 985 u. 1220 (1910). 
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Reinheitsgrade gegen Siaure. 





























med 








_ | Alter des wes ov Saccharasegehalt| Ver- 
7 Autoly- | Vorbehandlung | Aciditat | °° = h | lust in 
Einw.| vor nac 
— inMin.| der Siureeinw. Prov, 
1}13 Mon. keine in-Essigs| 12 | 0,1104 0,1098] 0,5 
2113 ,, 1,5n- ,, 12 | 0,1104 | 0,1100] 0, 
S:iS lw ss 2n- ,, 12 | 0,1104 | 0,0913 | 17,3 
is m n/8-Salzs.| 18 | 0,0625 0,0635 | 1) 
5 | 18 n/6- ,, 18 | 0,0444 0,0428 | 34 
6] 13 n/4-_,, 22 | 0,0663 00,0189 | 71, 
7]13, i n/2- ,, 22 | 0,0444 , 0,0000 | 100 
8}27 ,, |Kaolinm.Aceton}? n-Essigs. 19 | 0,0565 | 0,0559 | | 
g]27 ,, . -» » ae. 19 | 0,0565 | 0,0040 | 928 
. i > 1) atkafiig n/8- , 15 0,0405 0,0407 | 1 
Tt | ' - . 15 | 0,0405 | 0,0378 | 6,1 
12/27, J gel. in Wasser ‘/- . 15 | 0,0405 | 0,0359 | 114 
13] 111/, ,, lerap an- ,, 24 | 0,0778 | 0,0754 | 38 
14/11), ,, |{ Ammoniak |im- ,, | 24 | 0,0778 | 00708 | 9 
15 |) Invertin n/20- ., | 105 | 0,0451 | 0,0455 | 1 
16 von n/10- _,, 105 | 0,0451 | 0,0427 54 
17 | S.W.3,52 n/5- ,, 105 | 0,0451 | 0,0409 | 9,5 
Tabelle IX. Adsorption aus unverdinntem, stark 
angesiuertem Autolysat. 
Angewandt 13 Mon. altes Autolysat ohne Vorbehandlung. 
tp i) ma 
- = e_| . [es 
3 | Aciditit | 6 F Kaolin eA ilee) § [28 
tf: eeigwy « lee 
> < |- z. 
1 |n/10-Essig-| 470 Zettlitz 0,081 | 30 | 0,029} — 
siure 
2}in- ,, | 420 . 0,0819] 74 | 0,089] 9 
3 ]1,5n- ,, | 570 " 0,1013} 92 | 0,11 | 7 
4fin-_,, 390 | mit konz. Salzs. beh. |0,0702] 64 | 0076] 8- 
5 |1,5n- ,, | 600 f 0,0900] 82 | 0,098 | 79 
6 |n/8-Salzs. | 350 Zettlitz 0,0937} 85 | 0,102 | 8: 
7 |n/6- ,, 370 . 0,1007] 91 | 0,109} — 
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| waren mit Zettlitzer Kaolin ebenso giinstig als mit Salzsaure 
' pehandeltem. Die Dauer dieser Versuche (T'abelle LX) bis zur 
| Neutralisation der zu analysierenden, vom Adsorbat mittels ge- 
harteter Filter abgesaugten Restlésungen betrug héchstens 
» 10 Minuten. 


Dieses Verfahren lieB sich nicht auf ein frisches Hefe- 


autolysat itibertragen. Sechs Tage nach dem Hinleiten der 
' Hefeautolyse brachten wir von der gebildeten Invertinlésung 
j 88 com mit 0,252 S. KE. auf den Gehalt von 1,5n-Essigsaiure 
' Verdiinnung 1S. E. in 850 ccm) und behandelten sie mit 2,52 ¢ 
4 Kaolin. Die Adsorption belief sich nur auf 25,8°/, vom Invertin, 
» entsprechend dem Adsorptionswert 0,026. 


Ks sind aber ebenso wie fiir das Verfahren der Bleifallung 


von Willstitter, Graser und Kuhn?) auch nicht alle ge- 
' alterten Autolysate ohne Vorreinigung, unverdiinnt und bei 
'starkem Siuregehalt gut anwendbar befunden worden. Die 
| proteolytischen und vielleicht auch andere enzymatische Vor- 
'ginge in den reifenden Autolysaten sind von der Beschafien- 
| heit der verarbeiteten Hefe, der Aciditit, der Temperatur und 
» anderen Einfliissen abhangig und nehmen keinen konstanten 
| Verlauf. Mit dieser Einschrinkung ist die Isolierung durch 
| Kaolin aus stark essigsaurer, konzentrierter Lésung so giinstig 
' wie die Adsorption bei groBer Verdiinnung. Man erspart die 
_ Bewiiltigung der ausnehmend gro8en Flissigkeitsmengen und 
_ kommt in einer Operation zu etwa demselben Reinheitsgrad. 


Acetonzusatz zum Autolysat (Gehalt 28°/,) oder Vorreinigung 


_ mit Kaolin in neutraler acetonhaltiger Lisung hat auf diese 
Adsorption mit Kaolin die Wirkung, daB schon mit 3/,n-essig- 
_ saurer Fliissigkeit der Adsorptionswert 0,1 erreicht wird und 
: aS der Reinheitsgrad der Elutionen noch etwas giinstiger 
 ausfillt. 


Beispiel. 
Das Autolysat, 13 Monate alt, enthielt im Liter 4,4 E., 


' die zur Adsorption 44 g Kaolin erforderten. Seine Auf- 
: schlammung (400 ccm) wurde mit gleichviel 3n-Essigsiure ver- 


') Diese Zs. Bd. 123, S. 1 (1922) und zwar S. 19. 
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mischt, ebenso 1 Liter Autolysat, indem man die 3n-Kssigsiure 
durch den Frankensteinschen Rihrer zuflieBen lieB, durc) 
den auch sogleich das Kaolin eingetragen wurde. Nach dem Un. 
schiitteln wurde rasch das Adsorbat auf der bereit stehenden, 
mit Koliertuch und doppelter Lage Filtrierpapier bedeckten, 
breiten Steinzeugnutsche abgesaugt und mit 2 Liter Wasser sorg. 
faltig nachgewaschen. Um in der Restlisung nachher de 
Invertingehalt zu finden, mu8B man das Filtrat sofort neutrali. 
sieren. Die Elution, mit 1,4 Liter 0,06°/,igem Ammoniak wihren( 
10 Minuten bereitet, filtrierten wir durch eine diinne Kieselgur. 
haut auf gehirtetem Filter ab. 

In der Restlésung blieben 0,385 8. EK. Das Kaolin hat 
also mit einem Adsorptionswert von 0,094 gewirkt; eluier 
waren 3,12 K. d.i. 76°/, der adsorbierten Menge. Die Elution 
war hellbraunlich; nach schwachem Ansiduern zu p;; = 3,5—4 
flockte iiber Nacht etwas in Lésung gegangenes Silikat aus 
und nahm die firbende Beimischung zum gréB8ten Teil mit. 
Beim Einengen des Filtrates im Vakuum ging der Enzymgehalt 
ein wenig zuriick (auf 3,08 E.). Nach der Elektrodialyse, die 
mit 8°/, Verlust stattfand, war der S. W. 1,64 (Zeitwert 0,61) 


Dialyse und Elektrodialyse. 


Fir die Dialyse fanden wie friiher Hiilsen aus Kollodiun 
und aus sogenannten Fischblasen Verwendung. Die ersteren 
waren unzuverlissiger, die Enzymverluste durch Hinausdifiur- 
dieren bei diinnen Kollodiumhiuten gro8, waihrend bei dicker 
Kollodiumschicht der Dialysator zu langsam wirkte. Auch ka 
es vor, daB die Durchlissigkeit der Kollodiumhaut fiir Elek:- 
trolyte sich wihrend der Dialyse stark verringerte. Geeignete! 
waren bei strenger Auswahl, vorsichtiger Behandlung und stat- 
diger Kontrolle doch die Hiilsen aus tierischem Material 
die sogenannten Fischblasen. Man kann die in der III. Ab- 
handlung angezeigte Gefahr vermeiden, daf die Proteinsubstan’ 
dieser Haute Zersetzungen unterliegt und _stickstoffhaltig: 
Abbauprodukte an die Enzymlésung abgibt. 

Die Abgabe von Stickstoffverbindungen priften wir mi 
einer reinen Lisung von f-Amylose und zwar von 65 mg il 
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100 com. Sie wurde in einer fiir Invertin schon verwendeten 


 Fischblase zwolftigiger Dialyse unter Einleiten von Kohlen- 
' siure unterworfen und noch einer dreistiindigen Klektrodialyse 
/ unter Anwendung von Membranen aus dem nimlichen Material. 
Die S-Amylose nahm bei diesen QOperationen keinen Stick- 
| stoff ant. 


i. Analyse der Amylose vor der Dialyse. 
7,054 mg gaben bei der Mikro-Dumas-Bestimmung nach Pregl 
weniger als 0,018 cem Stickstoff, .entsprechend einem Stickstoff- 
gehalt von weniger als 0,2°/). 

2, Analyse nach der Dialyse. 
16,615 mg gaben weniger als 0,020 ccm Stickstoff, entsprechend 
einem Stickstoffgehalt von weniger als 0,1°/, 


Unsere iilteren Praparate heferten wechseinde, mitunter 


‘sehr hohe Aschenzahlen; unsere reineren letzten Darstellungen 
'vaben nach der Dialyse einen Gliihriickstand von 1 bis 1,5°/,. 


Auch H. v. Euler und K. Josephson!) finden nach der Dialyse 


sogar mit saurer AuBenfliissigkeit noch 2,86°/, Asche. 


Den Untersuchungen von W.Pauli?) verdanken wir in erster 


; Linie die Anregung und die Methode zur Elektrodialyse, die es er- 
miglicht, adsorptiv festgehaltene, hartnickig anhaftende Ionen zu 
‘entfernen und die Aschengehalte des Invertins auf 0,50—0,25°,, 
/herabzumindern. Mit zunehmender Verarmung der Lisung an 
| Elektrolyten fallen auch die mit dem Invertin kolloidal gelést 
| gehaltenen Adsorbensteilchen vollkommen aus, so dab sie sich 
durch Filtration leicht beseitigen lassen. Bei Invertin von 
; geringerem Reinheitswert (S.W. 1,2—1,7) lieB sich der Rein- 
‘heitsgrad allein durch Elektrodialyse nicht unbetrichtlich 


steigern, indem dadurch auBer festgehaltenem Adsorbens auch 


organische Kolloide zur Ausflockung gebracht werden. Das 


Invertin, auch im reinsten bisher zugiinglichen Zustand, zeigt 
sich gegen die EKinwirkung des Stromes bestindig, so daB bei 
eer Dauer von einigen Stunden die Elektrodialyse ohne er- 


heblichen Verlust verliuft. Erst bei langer Dauer kommen 


') Chem. Ber. Bd. 56, S. 433 (1923) und zwar S. 454. 
*) Koll. Zs. Bd. 28, 2 S. 49 (1921) und Anzeiger der Wiener Ak. d, 


Wiss., Sitz. d. math.-naturwiss. Kl. vom 25. Jan. 1923. 
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betrichtliche Verluste vor. Es war am besten, auch um fy. 
hitzung bei anfangs hohem Elektrolytgehalt zu vermeiden, de; 
Elektrodialyse die gewéhnliche Dialyse mit 1—2 Tagen Dane; 
bei ammoniakalischen Liésungen, mit 3—4tigiger bei phosphat. 
haltigen voranzuschicken. Die Verluste bei der Elektrodialys¢ 
unter Anwendung unserer sog. Fischblasenmembran _betruy 
dann nur einige, héchstens 10°/,. , 


B. Nach Fallung mit Alkohol Adsorption aus stark angesauerter 
Losung. 

Fiir die direkte Adsorption des Invertins mit Kaolin ist 
eine Vorreinigung bei jungen Autolysaten unentbehriich, bei ge. 
alterten nicht notwendig. Auch fiir die letzteren kann aber cine 
Vorreinigung vorteilhaft sein; sie lat sich nimlich so aus 
gestalten, daB danach eine einzige Kaolinadsorption zu Invertin 
vom 8. W. 3,06 (M. W. 0,325) fihrt. Ein vollkommener Avs 
gleich zwischen jungen und gereiften Autolysaten ist durch die 
Vorreinigung noch nicht erzielt worden. Die Priparate aus 
vorgereinigtem frischen Autolysat stehen hinter denjenigen aus 
gealterten bei gleichen Adsorptionsvornahmen im Reinheits- 
grad immer zuriick, 

Ein gutes Verfahren fiir die Vorreinigung verdanken wi 


den Arbeiten von H.v.Euler und K. Josephson.) Die friiher J 


von ©. O’Sullivan und F. W. Tompson’) ausgearbeitete 
Fallung der Hefeausziige durch Alkohol wurde von Euler und 
Josephson als Vorbehandlung fiir die Reinigung des Enzyms 
mittels der Tonerde-Kaolinadsorption eingefiihrt. Das Auto- 
lysat wurde mit dem gleichen Volumen Alkohol gefillt und der 
Niederschlag 30 Stunden mit Wasser digeriert. Das Invertii 
der gebildeten Auflisungen (fiir die Praparate VIIIa, [Xa, Xa 
XIa und XIIa aus den Werten von If berechnet) entsprach 
den Zeitwerten 22, 8,5, 16,2, 21 und 17,3. Dank dieser Vor 





1) Chem. Ber. Bd. 56, S. 446 u. 453 u. 1097 (1928). 

2) Journ. Chem. Soc. Bd. 57, S. 834 (1890) und zwar §. 875; vg! 
ferner H. v. Euler, E. Lindberg u. K. Melander, Diese Zs. Bad. 6 
S. 152 (1910); H. v. Euler und §, Kullberg, Diese Zs, Bd. 73, 8. 33 
(1911); H. v. Euler und O. Svanberg, Diese Zs. Bd. 107, S. 269 (1919). 
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Autolysensaft ohne Alterung die Adsorptionsmethode anzuwenden, 
aber auch die Stockholmer Forscher bezeichnen das Verfahren 
unter Verwendung von gealtertem Autolysat nach Willstatter 
und Wassermann als bedeutend einfacher. Die so gewonnenen 
Priparate”) VIIla AK AK, IXa AKA, Xa AA, XTa AAKA, 
XIla AKA, sind gekennzeichnet durch If = 102, 225, 190, 


217, 230%) d. i. durch die Zeitwerte 0,60, 0,27, 0,32, 0,28, 0,265. 


In unseren Versuchen bestanden die bei einem Gehalt von 


50°/, Alkohol rasch gebildeten Fiallungen hauptsichlich aus 


Hefegummi und Phosphat, vermischt mit Verbindungen der 


| Proteingruppe, namlich bei frischen Autolysaten mit einer 


reichlichen Menge von wenig denaturierten Proteinen, bei ge- 
alterten mit einer spirlichen Menge von abgebauten Eiweib- 
substanzen. Der Niederschlag aus frischen Autolysaten enthielt 
alles Invertin und er gab an Wasser sofort 80—90°/, des 
in Form von Autolysat angewandten Invertins ab. Weniger 
vollstiindig fallt das EKnzym aus den gealterten Autolysaten 
mit nieder; es kam vor, daB in der Restlésung noch 17°/, des 
Invertins blieben. Der mit der Zentrifuge rasch isolierte 
Niederschlag gab das Enzym leichter und sehr schnell an 
0,06°/,iges Ammoniak ab, nimlich 76, 77 und 789/ 
Autolysat angewandten Menge. 

Fiir die Isolierung des Invertins nach dieser Vorreinigung 
ist die beste Methode die Adsorption mit Kaolin, wodurch, wie 
bekannt, Hefegummi so leicht und vollstindig abgetrennt wird, 


» der im 


; und zwar ist es die Adsorption bei einer méglichst hohen Aci- 


ditit, wie sie bei kiirzester Operationszeit eben noch ertragen 
wird. Ks gelang bei der Verwendung frischer Autolysate, 
wofiir einige unserer Beispiele in der ‘T'abelle X angefihrt 
werden, die aus den Alkoholfallungen gewonnenen Auflésungen 
0,75—1,5n-essigsauer zu verarbeiten und Adsorptionswerte des 
Kaolins von 0,07—0,1 zu erzielen. Bei gealterten Autolysaten 


') Chem. Ber. Bd. 56, S. 446 (1923). 

*) Die Zeichen bedeuten die Reinigung: a durch Alkohol, A durch 
Tonerdeadsorption, K durch Kaolinadsorption. 

*) Vgl. Anhang. 


remigung gelang es v. Kuler und Josephson’), schon auf 
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Tabelle X. Isolierung (mach Alkoho 





Alter Elutions-} ,,_,.. 
An- Verdiinnung von a 
. des ausbeute PHL, Kaolin 
Nr. ais gewandte a 18, E. fe 
0- a aus oe sorte und Me 
S. E. und Aciditit r amen 
lysates Alk. Filg. 
i 8 Tage 28,60 94 185 1,5n-Essigs. | 384 ‘I mit kong 
3 ae 7,08 88 204 *.n- , 56,5 g} Salzs, he 
3 8 Mon. | 100,00 76 it *7).m ., 280 g¢ Zettlitz 
4 i2 38,20 87 198 */,n- , 112 ¢ 
i) BA: . as 15,00 38 415 n/3 ‘si 28 o 
6 wa’ % 5,30 45 395 n/3 i 10 & 
7 Bt a 10,00 | 76 326 n/3 o 25 ¢ 

















als Ausgangsmaterial (Nr.3—7 der Tabelle X) ist n/3- bis */,n- 
Kssigsiure ertriglich und nétig und der Adsorptionswert steigt 
hier auf sehr hohe Werte (0,2—0,3). Fiir das Invertin der 
frischen Autolysate, aber nur fiir diese, bot mit Salzsiure be- 
handeltes Kaolin den Vorteil héherer Elutionsausbeute. 

Die T'abelle X gibt einige Beispiele von der Anwendung 
dieses Verfahrens und den erzielten Reinheitsyraden, den Zeit- 
werten 0,33—0,39 bei gealterten, 0,80-—0,90 bei jungen Auto- 
lysaten. Der Arbeitsgang sei erliutert an einem 

Beispiel (Nr. 5 der Tab. X): 

Von einem 27 Monate alten Autolysat aus Léwenbriuhefe 
wurden 8 Liter, 15 8S. K. enthaltend, verarbeitet und literweise 
bei 0° mit Alkohol gefallt. Der Niederschlag war ziih und 
wenig voluminés; rasch in der Klarzentrifuge abgetrennt und 
einen Tag mit Toluolwasser geschiittelt, lie® er nur 5,75 8S. E. 
in Lésung gehen. Diese Auflésung verbesserten wir in der 
Folge durch Anwendung von sehr verdiinntem Ammoniak 
(vgl. Nr. 4 und 7 der Tab. X). Die durch gehiirtetes Papier 
filtrierte Invertinlésung war briunlich und besaB noch den 
Geruch des Autolysates; aus ihr adsorbierten wir das Enzym 
bei einem Hssigsiiuregehalt = n/3 mit 28 g Kaolin und saugten 
sehr rasch die Restlésung vom Adsorbat ab. Nun lieferte die 
Elution mit 0,06°/, igem Ammoniak 4,75 S. K. (83 °/, der ad: 
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Mllung) mit Kaolin bei hoher Aciditit. 





D0) 0,300 82 55,1 72,4 


Ausbeute nach Dialyse 


Ad- A. W. bei Elutions- tn Pros. S. W. des 
rbierte | Ads.-Grad ausbeute ay fertigen 
cE. 95—100 — des Aus- der El.-Ausb. Priiparates 


gangsmat. aus Alk. Filg. 


5,60 0,067 76 54,5 58,2 1,18 
5,90 0,104 96 72,0 82,0 1,11 
11,20 0,254 T1 — ~— ote 
BD) 10 0,256 SQ — ~ — 
15,70 0,200 83 25,4 66,2 3,06 
2.35 0,235 S4 26,3 58,8 2,60 














2,64 


sorbierten Menge), die bei gelindem Ansiiuern mit Kssigsiure, 
worauf allmihlich etwas braun gefiirbtes Kaolin austlockte, 
und beim Kindampfen des Filtrates auf 4,19 S. KE. zuriickgingen. 
Den gréBeren Teil des Priaparates unterwarf man zur Be- 
stimmung des Reinheitsgrades unter Anwendung sog. Fisch- 
blasen der Dialyse (3,29 S.E., ohne Verlust) und der Elektro- 
dialyse (11/, Stunden bis zu einer Stromstarke von 0,1 Milliamp., 
Verlust 9°/,) und fand aus der Saccharasewirkung nach allen 
Operationen 8. W. 3,06 (d.i. Zeitwert 0,327). 


C. Nach Fallung mit Alkohol Adsorption aus verdinnter und 
moglichst saurer Losung. 


Der durch eine einzige Adsorptionsvornahme zu erzielende 
Reinheitsgrad l48t sich noch weiter steigern, wenn man nach 
der Erkenntnis der IV. Abhandlung die Adsorption in groBer 
Verdiinnung und zugleich gemif dem hier mitgeteilten Fort- 
schritt in der héchsten bei sehr raschem Arbeiten ertriglichen 
Aciditit vornimmt. Verdiinnung bei sehr hohem Siiuregehalt 
begiinstigt mehr die Adsorption des Invertins als die der Be- 
gleitstoffe. Der Adsorptionswert des Kaolins steigt, wenn 
1S.E. von 300 cem auf 1000 und 2000 ccm verdiinnt wird, 
von 0,3 auf 0,4 und 0,5 und ibertrifft also das bisher Hr. 
reichte. Die Adsorption ist unter diesen Bedingungen noch 
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giinstiger auswiihlend; denn die Beimischungen von Koble- 
hydraten werden vollkommen abgetrennt, wahrend die Pri. 
parate Nr. 1 und 3 der voranstehenden Tabelle noch kleine 
Mengen Hefegummi enthalten haben. 

Von einem 25 Monate alten Neutralautolysat wurden 
4 Liter (22,6 E.) mit dem gleichen Volumen 95 °/, igen Alkohols 
gefallt. Der Niederschlag gab an Wasser bei kurzem Schiittely 
18,7 E. ab. Nun erfolgte aus 37 Liter n/3-essigsaurer Lisung 
die Adsorption durch 36 g Zettlitzer Kaolin und zwar mit so 
rascher Abtrennung des Adsorbates, daB das Enzym hichstens 
20 Minuten der Saure preisgegeben war. Adsorbiert wurden 
18,2 E., entsprechend dem A. W. 0,505 des Kaolins, eluiert 
durch 0,4°/, ige Dinatriumphosphatlésung 11,98. E., d.i. 65,5°)., 
Ein Zehntel der Elution lieferte bei viertiigiger Dialyse aus 
sog. Fischblasen und bei der Elektrodialyse bis zur Stromstirke 
0,1 Milliamp. ohne Verlust 1,19 S.E. mit dem Trockengewicht 
von 16,94 mg. Der S.W. betrug mithin 3,52 (Zeitwert 0,284), 
die Ausbeute 53°/, vom Autolysat. 


D. Aufeinanderfolgende Adsorption mit Kaolin und Tonerde. 


Fiir zwei aufeinanderfolgende Adsorptionsvornahmen ist 
die geeignete Reihenfolge: Zuerst Kaolin-, dann Tonerde-Ad- 
sorption. Wiederholte Anwendung von Kaolin oder Adsorption 
mit Kaolin nach yorangehender Steigerung des Reinheitsgrades 
z. B. mit Hilfe von Tonerde ist unvorteilhaft, was in der mit 
dem Reinheitsgrad zunehmenden Zersetzlichkeit der Saccharase 
an der Kaolinoberfliche seine Erklairung findet (siehe Abschn. |). 

Mit vorangehender Alkoholfillung nach dem in C. be- 
schriebenen- Verfahren fiihrte die Kombination einmaliger 
Kaolin- und Tonerde-Adsorption z. B. zum Saccharasewert 5,6, 
ohne Vorreinigung durch Alkohol ergaben mehrere Beispiele 
Saccharasewerte von ungefahr 4. 


Beispiel mit Alkoholvorreinigung. 


Von der Elution aus dem in verdiinnter, n/3-essigsaure! 
Lésung gewonnenen Kaolinadsorbat wurden 4,5 S.E. nach der 
Dialyse auf 4,5 Liter und einen Gehalt von n/20-Essigsaure 
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gebracht. Zur Adsorption diente Tonerde B (0,208 g Al,O,), 
die 3,68 E. aufnahm; daraus ergab sich fir den Adsorptions- 
grad 82 der A. W. 17,7.1) Vor der Isolierung des Adsorbates 
auf geharteten Filtern wurde seine Suspension mit Ammoniak 
20 Py 9,0 neutralisiert. Aus der Tonerde vermochten wir mit 
(,4°/,igem Dinatriumphosphat eme Ausbeute von 2,54 EK. zu 
gewinnen, die in der dreitigigen Dialyse und __finfviertel- 
stiindigen Elektrodialyse, nur um 0,05 E. abnahmen und noch 
29°/, vom Hefeautolysat ausmachten. Aus dem Trockengewicht 
von 22,15 mg ergab sich der Saccharasewert 5,62 (Zeit- 
wert 0,178). 


Beispiel ohne Vorreinigung des Autolysates. 


Durch Vermehrung der Aciditat gealterter, verdiinnter 
Autolysate wird sich die Behandlung mit Kaolin noch wirk- 
gamer gestalten lassen. Das folgende Beispiel ist noch ohne 
eine solche Abiinderung ausgefiihrt, einfach durch die Kom- 
bination der beiden Adsorptionsvornahmen, die einzeln von 
Willstatter und Wassermann beschrieben wurden. 

1 Liter gealtertes Autolysat (3,27 S.E.) wurde mit 40 Liter 
n/20-Essigsiure verdiinnt und mit 35g el. osm. Kaolin ad- 
sorbiert. Die Elution mit 0,1°/, igem Ammoniak ergab 3,15 S.E. 
Nach schwachem Ansiiuern des Filtrates (900 ccm n/10-Essig- 
siure) schieden sich beim Stehen Flocken von Silikat mit 
Farbstoff und etwas KiweiBsubstanz aus. Mit dem auf 12 Liter 
verdiinnten Filtrat fiihrten wir unter lebhaftem Riihren die 
Adsorption durch Tonerde B (0,147 g Al,O,) aus und fanden im 
Adsorbat 2,82 E., entsprechend dem schon recht giinstigen Ad- 
sorptionswert 19 der onerde. Die Zerlegung des Adsorbates 
durch 1/, Liter 0,1°/,iges Ammoniak, weniger giinstig hin- 
sichtlich der Ausbeute als mit Phosphat, lieferte 1,7 EK. Beim 
Ansiuern mit 12 com 3 n-Essigsiure fiel langsam etwas pep- 
tisiertes Aluminiumhydroxyd aus und befreite die Lésung von 
emem Teil des Pigmentes, wihrend der Rest bei der Dialyse 





') Da das 'Tonerdepriiparat iiber '/, Jahr alt war, lieferte es auch 
nach lingerem Umschiitteln mit Glasperlen nicht den giinstigsten Ad- 
sorptionswert; immerhin ist der gefundene ziemlich hoch. 
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ausilockte. Die im Vakuum auf 50 ccm eingeengte, dann ays 
einer sog. Fischblase dialysierte Fliissigkeit war nach dey, 
Filtrieren farb- und geruchlos, die Dialyse war aber mit einen, 
Verlust von 27°/, verkniipft. Die Ausbeute betrug am Ende 
1,24 8S. E. mit einem Trockengewicht von 14,25 mg. S.W. — 435 
(Zeitwert 0,23), Ausbeute 37,9 °/, des Autolysates. 


Ill. Fraktionierungsversuche, Stickstoffgehalte 

und EiweiBreaktionen. 

Invertinpraparate unterwarfen wir der Fraktionierung 
mittels der Adsorptionsmethode, noch nicht eben systematisch, 
sondern eher suchend, und zwar so, dai mit unzureichenden 
Mengen vom Adsorbens ein Teil des Enzyms in der Rest- 
lésung zuriickgelassen, andererseits so, dab aus dem Adsor)at 
init dem Eluens bei unzureichender Zeitdauer das Enzym nur 
teilweise freigelegt wurde. LEjinige derartige Versuche werden 
auszugsweise und in abgekiirzter Form in den Tabellen X] 
bis XIV dargestellt. Die Versuche von l'abelle XI (siehe die Tafel 
und XII sind mitgealtertem, Versuch vou'l'abelle XIII mit frischem 
Autolysat nach dem Verfahren der Adsorption durch Kaolin und 
Tonerde ausgefiihrt, der Versuch der Tabelle XIV, bei desseu 
Ausfihrung uns Frau Dr. Joh. Waldschmidt-Graser in 
dankenswerter Weise unterstiitzte, kombinierte das Bleifallungs- 
verfahren mit der ‘l'onerdeadsorption. 

Das Ziel der Fraktionierung war nicht in erster Linie 
wie bei friiheren priiparativen Versuchen die Steigerung der 
enzymatischen Konzentration. Es hat sich nur nebenher 
ergeben, dab einige Fraktionen nach wiederholter Aufnahme 
durch Tonerde und Abgabe aus dem Adsorbat an alkalische 
Phosphatlésung zu hdheren Zeitwerten gelangten, als man 
bisher erreichte, z. B.: 

Praparat m,: Zeitwert 0,163; S8.W. 6,14; If 574. 

Praparat g,: Zeitwert 0,187; S.W. 5,35; Lf. 325. 


Alle Angaben iiber Saccharasewerte in dieser Arbeit sind ermittel! 
aus den fertigen Invertinlédsungen (nach Eindampfen, Dialyse, Elektro- 
dialyse und der letzten Filtration) und den letzten Trockengewichten. 
In der III. Abhandlung waren in mehreren Fiillen (wenn keine Aus- 





Zweites Fraktionierungsbeispiel mit gealtertem Autolysat. 


XII. 


Tabelle 
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flockung ecintrat, keine Filtration nétig war), um von den Ergebnissen der 
Reinigung und Fraktionierung ein zutreffendes Bild zu gewinnen’), die Zeit. 
werte aus der enzymatischen Wirkung vor dem Einengen, Dialysieren und 
Abdampfen und aus den nach der Dialyse bestimmten Trockengewichtey 
abgeleitet worden. Hingegen finden es H. v. Euler und K. Josephson’ 
richtiger, als MaB fiir den Gehalt eines Priiparates an Enzym den Wert 
einzusetzen, der aus der Inversionsfihigkeit nach der Dialyse (wenn auch 
vor dem Eindampfen) erbalten wird. Enzymverluste bei der Dialyse 
rihren niimlich nach den Erfahrungen von H. v. Euler und K. Joseph. 
son nicht immer von einer teilweisen Inaktivierung der Saccharase her, 
sie kénnen auch auf einer gewissen Durchliissigkeit der Hiilse fii 
Saccharase beruhen oder auf der Adsorption des Enzyms an der Dia. 
lysiermembran.*) Die strengere Berechnungsweise, die wir (wie in 
unserer Abhandlung I, If und IV) annehmen, hat freilich den grofen 
Nachteil, daB sie die Ergebnisse der Reinigungs- und Fraktionierungs. 
vornahmen verschleiert. Das Dichtsein der Dialysatoren wird in jeden 
Kalle vor und nach der Dialyse mit Lackmuslésung gepriift. In vielen 
Fillen verliuft die Dialyse aus sog. Fischblasen ohne Verlust, in anderen 
(Priip. n; und », der Tab. XIV, Priip. m, der Tab. XII und Priip. /, der 
‘Tab. XU) mit groBem Verlust. Es kam auch vor, daB bei der Dialyse 
in den ersten Tagen die Saccharase abnahm und bei der Fortsetzung 
im niimlichen Dialysator tagelang konstant blieb. Es wird doch am 
richtigsten sein, kiinftig bei steigender Reinheit der Priiparate die An. 
gaben sowohl auf das Invertierungsvermégen nach der Dialyse wie auch 
wenn keine Filtration vorkommt, auf das vor den letzten Operationen 
zu beziehen. 


In erster Linie bezweckt die Fraktionierung, den Zusammet- 
hang zwischen dem Reinheitsgrad der Saccharase und ihrem 
Stickstoffgehalt sowie ihren qualitativen KiweiBreaktionen zu 
priifen. 

Aus unseren friiheren Analysen war kein Zusammenhang 
zwischen Saccharasewirkung und Stickstoffgehalt zu erkennen. 
Die in Abhandlung III analysierten Praparate / und m ent 
hielten bei Zeitwerten von 0,20 und 0,29 an Stickstoff 12,71 
und 17,49°/,, wihrend in der IJ. Abhandlung Praparate vom 
Zeitwert 1,0 und 1,4 mit 5,2 bzw. 4,0°/, Stickstoff angefiihrt 
waren. Viele der friiher untersuchten Priparate gaben stark 
oder wenigstens deutlich die iiblichen Eiweifreaktionen, un 


1) a. a. O. 8. 87. 
2) Chem. Ber. Bd. 56, 8. 1097 (1923) und zwar 8. 1098. 
3) Vel. Abh. I, 8. 89f. und Abh. III, S. 31. 
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der zwar erschien besonders kennzeichnend und _ hartniickig die | 
“ B® Probe mit Millon-Reagens, die Abscheidung violettroter 5 
cit oder rotbrauner Flocken, &hnlich wie mit Albumin. Nur in | 
yn’) pesonderen [iillen, bei weitgehender Reinigung, waren die : 
Vert fe Millon-Probe und andere Proteinreaktionen mit 0,25 bis 
uch #% 0,5°/,iger Lésung der Praparate negativ ausgefallen (Abhand- i 
cin lung [ Nr. 178 und 174; Abhandlung II Nr. 8 und 12; Ab- 
. handlung IIT Nr./ und m). Darauf griindet sich die Angabe’), q 
fi: Me die Saccharase sei frei von Proteinen (wie von Kohlehydraten) a 
Dia. HH erhalten worden. 
ein Die sorgfaltigen letzten Untersuchungen von H. v. Kuler i 
Bex HH ind K. Josephson?) geben Veranlassung, diese wichtigen q 
a ; Fragen, wie es auch schon beabsichtigt war, eindringender zu 
‘eley ME priffen. Die Analyse einer Anzahl von Stockholmer Saccharase- 4 
ere, priparaten mit If gréBer als 100 (Zeitwert kleiner als 0,61) 
5 der If : 


haben Quotienten von 20,9—23,8, demnach ,,eine 


alyse Proz. Stickstoff 
zuny #® beinahe vollstaindige Proportionalitét zwischen If und Prozente 
' “"® Stickstoff* ergeben (,,Proportionalitatsregel“). Daraus wird von 
. Al- = x . 
auc oY: Euler und K. Josephson geschlossen: ,,Von einem ge- 
onen ME Wissen Reinheitsgrad (If etwa 100) an scheint somit der Stick- 
stoffgehalt unserer Saccharasepriparate ziemlich konstant zu 
neu: M sein, indem eine gewisse Aktivitit eimem gewissen Stickstoff- 


vreti [ee gehalt entspricht,: und ferner ,,wir finden einen Stickstoffgehalt, 


Sra 1 Sk fees hd wh fe 
gray 38 n+ a omg Se fi tnctee  o” Fame 2 


n zu /™® Welcher mit dem Reinheitsgrad steigt und welcher der GréBen- 4 

ordnung nach mit dem fiir EiweiBstoffe im Mittel gefundenen .. . 1 
hang | tbereinstimmt.“ 4 
ine. Unsere aus den Fraktionierungen hervorgegangenen Prii- 4 


ent # parate lassen nach den iv der Tabelle XV angefiihrten Ana- 
12,71 lysen keine solche Beziehung zwischen enzymatischer Kon- 
von /™ Zentration und Stickstoffgehalt ersehen. Es befinden sich 
fihr % invertinpriparate darunter, die bei einem Zeitwert von 0,52 
stark J nd 0,50 12,57 und 12,68°/, Stickstoff enthalten, gegeniiber 
und inderen, die bei einem Zeitwert von 0,25 6,61 und 9,18°/, 





') Abhandlung IIT, 8. 48 und R. Willstitter, Chem. Ber. Bd. 55, q 
S. 3601 (1922) und zwar S. 3622. | 
*) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1057 (1923). 
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Stickstoff aufweisen. Von zwei einander nahestehenden Pri. 
paraten hat das eine, g,, bei S. W. 5,35 den Stickstoffgehalt 11,39 | 
das andere, g,, aus der zugehérigen Restlésung bei S. W. 4,0, den 


Stickstoffgehalt 6,61°/,. Uberhaupt bleiben bei unvollstindige; 


Adsorption gewdhnlich stickstoffirmere Anteile des Enzyms in 

der Restlésung. Besonders stickstoffreich (wie frither) sind dic 

durch Bleifillung dargestellten Priparate. Die in der Tabelle XV] 

(unter Ausschlu8 von Fallen mit grofem Dialysenverlust) an- 
ae 

Proz. Stickstoff’ 
Tabelle XV. 

Stickstoffbestimmungen einiger Invertinpraparate. 

I. Mikro-Dumas-Bestimmungen nach Pregl]. 


gefiihrten Quotienten die auch in unseren Proben 























Ny Priiparat Subst. Stickstoff- |‘Temp.] Druck] Proz. Stick- 
as 5. W. mg vol. cem (korr.)} 4° C | mm stoff 
1 d, 2,28 4,490 0,347 24 724 8,46 
2] fi, 3,18 8,082 0,202 24 | 722 7,16 
3] fe, 1,73 2.516 0.178 25 | 725 7,51 
t} fy, 1,86 2,168 0,156 24 | 725 7,89 
5 | he, 1,93 2,571 0,200 24 720 8,47 
6] 9, 2,95 1,903 0,177 21 | 720 10,24 
T1 My 4,55 2,883 0,249 25 723 9,41 
81 94, 2,50 3,492 0,249 25 | 725 1,79 
9] 9s, 4,00 2,605 0,219 25 | 725 9,18 
10} g%, 3,70 2,518 0,171 25 | 721 7,38 
11 | 9s, 5,85 4,748 (),492 25 725 11,82 
12 | 9%, 4,00 8,291 0,200 26 725 6,61 
is} 4, 1,98 3,986 0,287 23 | 7128 7,90 
14] 4, 2,70 2,088 0,167 25 | 719 8,77 
15 | My, 1,56 5,258 0,339 25 721 7,01 
16] 4s, 3,70 2,839 0,253 25 | 722 9,70 
iT | 4, 2,78 3,339 0,236 26 | 722 7,66 
is | m, 2,70 2,309 0,115 25 | 721 5,41 
19 | 7, 1,08 2,235 0,115 23 | 125 5,65 
20 | m,, 6,14 1,470 0,128 24 | 724 9,53 
21] n,, 0,43 4,493 0,455 24 | 722 11,06 
22 | mm, 1,93 4,838 0,559 25 | 722 12,57 
23 | m3, 1,93 2,364 0,239 24 | 726 11,10 
24' m, 1,45 2,219 0,218 23 | 725 10,80 
25 | m;, 1,70 3,790 0,398 26 | 722 11,89 
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Il. Mikro-Kjeldahl-Bestimmungen nach Pregl. 























7 Erh. Ammoniak] Gef. Proz. | Gef 
| _ |Praparat] Subst. | entspr. n/70 | Stick- Arley ’ | Proz. 
BN) ow Salzsiiure stofr | Stick- | Asche) 4 ine 
Q 5. W. | aia stoft 
: mz ccm mg mg 
P hil g, 2,95 | 5,138 2,670 0,534 | 10,39 
g, 2,95 | 4,086 2,090 0,418 | 10,25 | 0,016] 0,39 
y, 2,95 | 4,086 2.120 0,424 | 10,37 
21, 2,44 | 4,836 1,905 0,381 | 7,87 | 0,022] 0,45 
f, 2,44 | 4,836 1,890 0,378 | 7,84 
sth, 2,00 | 2,066 1,335 0,267 | 12,89 | 0,005] 0,25 
h, 2,00] 2,066 1.310 0,263 | 12,68 
fe 57k, 1,93 | 6,158 2,485 0.497 8,07 | 0,020] 0,33 
’ Ir, 1,93 | 6,158 2,475 0,495 | 803 


\vor der Fraktionierung (d, f, g mit If 139, 149, 180) mit den 
| Werten 16,4, 18,9 nnd 17,5 annihernd konstant waren, be- 
‘wegen sich daher bei den fraktionierten Priparaten mit If 117 
/bis 874 zwischen 9,3 und 39,2. Die Ausschlige wiren noch 
hedeutender, wenn nicht die Saccharasewerte nach den bei 
der Dialyse eingetretenen WirkungseinbuBen eingesetzt worden 
wiren. 


Tabelle XVI. 
Stickstoffgehalte und Inversionsfihigkeit 
einiger Invertinpriparate. 





Priiparat % | kell mel Me Lat kia tf i aA d | f 





: Saccharasewert | 1,45]1,56| 1,93] 1,93] 1,93] 1,93] 1,86] 1 
| Proz, Stickstoff | 10,80] 7,01 /12,57|11,10] 8,47] 7,90] 7,89] 7,! 
: If 


a 2 Q5 95 3113.6 4.9 F ¢ 
: Proz. Stickstoff 8,1 13,5 9,3 10,6 13,9 14, 4 14,4 14,0 9 











Priiparat gq mr] Is ky | mM 9: 195) Io Gs | Me | Io 





| Saccharasewert | 2,95] 2,70] 2,50[ 2,78] 2,70. 4,55] 4,00| 4,00 5,35] 6,14]4,00 
> Proz. Stickstoff 10,24] 8,77| 7,79] 7,66] 5,41, 9,41] 9,18] 6,61/11,32| 9,53]6,61 
If | 


B Pron. Stickstoff '17,5 | 18,7] 19,5} 22,1] 80,8) 29,4] 26,5] 36,8, 28,7] 39,2136,8 
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Diese analytischen Ergebnisse zeigen, daB das Knzym 
auch noch in den Priparaten von S. W. 5 (If 304) mit wechseln- 
den Mengen von Begleitstoffen wechselnder Natur vergesell- 
schaftet ist. 

Die analysierten Priparate haben Aschengehalte von nur 
(),25—-0,50°/,, wovon Beispiele bei den Kjeldah1-Bestimmungen 
angefiihrt sind. Die Stickstoffzahlen sind nicht auf aschefreie 
Substanz umgerechnet. 

Nach den Untersuchungen von H. v. Kuler und K. Jo- 
sephson sprechen auch die qualitativen Reaktionen dafiir, dat 
die ,reinsten Saccharasepriiparate ihrer chemischen Natur nach 
in hohem Grade an native EKiweiBstoffe erinnern“; in hin- 
reichend konzentrierten Lésungen gaben die Priparate die 
typischen Kiweibreaktionen. 

Die Priifung unserer Enzymfraktionen mit typischen Kiweib- 
reagenzien ist mit gréBeren Substanzmengen und Konzentrationen 
als friiher vorgenommen worden. Das Ergebnis ist, dafi die 
Praiparate auBerordentlich differieren. Kinige der besten und 
bestandigsten Priiparate ‘If > 245, S. W. {—5) gaben die Millon- 
Probe stark und so charakteristisch wie Hiihnereiweib. Bei 
einem anderen Praparat 4, vom 8. W. 1,56) blieb die Reaktion 
ginzlich und wieder bei anderen beinahe ganz aus. 

Da die aus sehr lange gealterten Autolysaten gewonnenen 
Knzympriparate am kraftigsten die Millon-Probe aufwiesen, 
die aus frischem Autolysat aber am schwiichsten, so scheint 
es leichter zu sein, native, als abgebaute Proteine vom Enzym 
weitgehend zu trennen. Bei Priiparaten aus frischem Auto- 
lysat fiel die Millon-Reaktion wie auch nach der Beschreibung 
von Euler und Josephson?) anders aus als sonst; bei einer 
Konzentration der Praparate von 0,25 bis 0,50°/, firbte sich 
die Fliissigkeit braunlich oder hellbriunlich und es _ bildete 
sich nur ein geringer Niederschlag von feinen Fléckchen. 

Um der qualitativen Priifung den Wert einer Mengen- 
schitzung zu geben, stellten wir eine Skala von Millon-Proben 
mit gewogenen Mengen von HiihnereiweiB auf von 0,01 bis 


') A. a. O. S. 1099. 


Bai a a A Nr in SS 


ee ee 


andere Reaktionen der 


sh? eS ay 


Invertinpraiparate. 





o—— 

ie 

[a 

7 

&E 
5 











a a.) ok, oe ee ee? siinbtvere <n, wlan te etn eran teeriomed nce ea, Ty Saseeames Ao oh ad aaa renrieeeeiemnta Sereno SeRie kena eR ga tR enero a Speman armen att A mae 



































‘ eu “ ve 09 | cL'0 200 CB‘T - * OL'T ‘el og 
<j i . « pee 09 \z cL'0 9600 CB‘T Sa CHT ‘Mel eI 
x ‘ wu ws QOT FI 0eo c¢0'0 cL‘o => 2 SoTL ‘el gt 

“ a . m . 09 91 OG" £60°0 eS , GOL ‘Fu] LT 

AQvsou YARIS AYOS | yYyavjs ayos Oe re CBT 2200 GZ YtUys qos | epg ‘tel gf 
sel ii ~_ 8z og, 010 ez0'0 ceo ‘s FI‘9 ‘*aet epi 
snes on _ Oz 16 Oro 1100 co YABpSpoHIUT | soft ‘Taw! zp] ~ 
= ~ 0] gy coo zoo co YOBAYOS 01'S ‘uel gy 

yovaryos ayosp aes Lg oI O10 680°0 CT | yowayos aqas| gy'g “Py ] gy 

vi Aesou = | YOUMYos AYos IPBVATS Ayas 8 on O1O £600 G3‘T OVA Ys on’s ‘Slits 
Es yovayos aos AnRSou AryeSou on 00 as 81050 a's AIpyesou oq‘t ‘*y! or § 
: ti ~ " g OF CBN £900 cL‘0 : 00'* ‘Big & 
‘~ AnBSeu “ YOBMYS Gs o's C60 5L0°0 e210 x cee “Ig g 
= - YTBS[OHIUL | ycvys]9}} TUT Og GF cL'0 esto c%% 7 on's “6)) & 
re a — — OZ g‘Z 01‘o L30'0 co Ysa 100% “Big 5 
z yORA yas ‘ : 190 10 T0‘0 £10°0 a'r | yowmyos ayes} og'g “lo < 
5  - YOBALOS ays is * 83 s*e ¢s‘0 0900 cy yrwyspoyir egy ‘fy l , & 
re ( “5 _ 1g S‘I O10 ec0°0 eT youmyos fos: ‘yl e & 
& 63 “3 TOBMYos 19'0 020 10° 2200 ae . ft Sit “Fis 
yarEys YOVAyas ~ 19'0 110 100 $600 eT | youmyps aqoas]} ere ik 3 

su ‘a “So om S 

JAINBSZ[BG suroor | “a's 1 2 se: tad . ” 

qu TaZyTyIT Cqury [ABE FTA] My uopesy SE Ee] MH SO F199 60 | sgorg-uomyy “M‘S > 
youu JOANIG ULI pAYUIN anby anby |S te = ur ul Top aynIG yeavdvry | Z 

; “ (ERE... c & Pe] -yo8-osva persdrag ot ee 
par-Burpyog “TOUN | MOTW |S BS a] ' on, : 
= 5. cae -BYyd0Vg IOUT | = 


| 
| 
} 





‘oyVaivdradury. 


I9AU { top UNTOTIYVIYY VIIpUe 


gun 9qoOrigq-uoy{r 





IR EON SS Ee a ee i oN ay SY UT, 





= @ —) = = jin 
es oy Sed SS a OQ 
. = a, o Dd ~~ tS, ~~ 


‘ 
c 


reie 
Jo- 
(l 

1c 

in- 
ei f- 
nen 

die 
and 





zym 
eln- 
sell. 


226 Richard Willstaétter und Karl Schneider, 


2,5 mg Albumin in 0,5 com. Die Millon-Probe der Invertiy. 
priparate fihrten wir in 0,07 bis 0,5 °/,iger Lésung mit Menge 
von 0,35 bis 2,5 mg aus und verglichen, welche Albuminmenge 
der gefundenen Reaktion entsprach. Die Ergebnisse werdey 
zusammen mit anderen qualitativen Reaktionen in de 
Tabelle XVII mit zwei einander erginzenden Berechnungs. 
weisen angefiihrt. Es werden sowohl die Mengen Albumin, 
Millon-Aquivalent fiir 100 mg“, verzeichnet, die eine ebenso 
starke Millon-Reaktion liefern wie 100 mg_ Saccharase. 
praparat, wie andererseits die Mengen Albumin, _,,Millon- 
Aquivalent fiir eine Saccharaseeinheit“, die in der Millon. 
Reaktion mit der eine Hinheit enthaltenden Invertinmenge 
iibereinstimmen. 

Bei einigen der gepriiften Invertinpraparate entsprach die 
Millon-Reaktion einer Saccharaseeinheit derjenigen von 0,11 
und 0,20 mg, bei anderen der von 57 und 21 mg Albumin, 
wihrend die mit 100 mg derselben Praparate iibereinstimmende 
Millon-Reaktion von 0,67 mg Albumin im einen Falle, von 
100 mg im andern Falle hervorgerufen wurde. Die Eiweib- 
reaktion fillt also bei einem der Invertinpraparate 200 mal 
schwiicher aus als bei einem andern. 


Anhang 
von R. Willstitter und R. Kuhn. 


Kir die Umrechnung von If auf S. W. beniitzen H. ». 
Kuler und K. Josephson!) die Gleichung 
(1) Liax = Rmax (0,44—0,005 t), 


die anscheinend auf Messungen J. Kjeldahls?) zuriickgebt. 
Nach einer neueren, sorgfaltigen Untersuchung von C. S. Hud- 
son*) gilt indessen fiir die enzymatische Inversion: 


(2) ; = ; (0,417—0,005 t), 





1) Chem, Ber. Bd. 56, 8S. 1749 (1923) und zwar S. 1750. 
2) Medd. fra Carlsberg Labor., 3. Heft (1881). 
*) Journ. Ind. Eng. Chem. Bd. 2, S. 143 (1910). 
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eg 

eal wobei Umax die (maximale) Linksdrehung einer vollstandig in- | q 
‘8 BF tierten Rohrzuckerlésung vom anfinglichen Drehungs- q 
_ vermogen Rmax bei der Temperatur ¢° bedeutet. Hudsons . 
ra Beziehung, die durch unsere eigenen Versuche bestitigt wird, , 
me steht mit den von S. P. L. Sérensen}), L. Michaelis und | 
"8 Ty L. Menten?) und anderen Forschern benutzten Zahlen- 4 
ms & werten in besserer Ubereinstimmung als die Kjeldahls. Ge- 
_ ringe Abweichungen sind dadurch zu erklaren, daB sich nach : 
ase Bw. Vosburgh*) der Temperaturkoeffizient des Drehungs- \ 
llon- i" ; ; i q 
vermogens der Fructose mit der Konzentration der Liésungen 

- etwas iindert. Legt man nun der Berechnung von fk = 4 


at , k xy Zucker 4. 
: log und von If = ~~4—"**" die von Hudson er- 
t “"Waq--2 y Priparat 
1 die  wittelte Gleichung zugrunde, so findet man unter der Annahme 
0,11 BH cines Temperaturkoeffizienten der Inversionsgeschwindigkeiten 


min, HF yon 10°/, fir 1 Grad: 


eo rates ote te 














ende a 
von Inlamaats . ‘ ner +f Piss : 

veil Polarisations peisigrinige Rohr _ | Reaktionskonst. x " ‘a | 

temperatur | zucker fiir dp =-+ O Nulldrehungszeit 0 

} mal (°) ("/) 

| ' 

15,5 74,68 0,597 47,8 ‘ 

18 75,36 0,608 60,8 Pe q 

20 75,93 0,619 71,8 ; 


Bei 20° wird also «,, = + 0°, wenn 75,93°/, des vorhan- 
H. v. #denen Zuckers gespalten sind (R. Willstatter und F. Racke?) 
gaben 75,75 °/, an), wahrend man nach H. v. Eulers Berech- 
nungsweise 74,63°/, findet. Die in den Untersuchungen von 
Hv. Euler und seinen Mitarbeitern berechneten If- und If,- 
geht. J Werte werden, wenn man sie nach Hudson umrechnet, durch- 
Tud- Mschnittlich um 5°/, gréBer. Die auf dem Umwege iiber If 
ermittelten Minuten- bzw. Saccharasewerte stimmen dagegen 

in beiden Fallen auf + 1°/, tiberein. 


tee 
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') Biochem. Zs. Bd. 21. $. 131 (1909) und zwar S. 262. 

’) Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1914). 

*) Jl. Am. Chem. Soe. Bd. 42, S. 1696 (1920). 

') Liebig Ann. d. Chem. Bd. 425, S. | (1920/21) und zwar 5S. 7. 
15* 
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Fir das v. Euler und Josephson gegebene Beispiel de 


If-Bestimmung!) findet man: 





If! If,8 | £0° (Min) |S. W. 


Nach Gleichung (1): . . 220 238 0,246 4.06 
(2): . . | 280 250 0,248 411 














1) A. a. O. und zwar 8. 1751f. 
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Uber die Wirkung der Pankreaslipase auf verschiedene 
Substrate. 


Von 


Riehard Willstiitter und Friedrich Memmen. 


Sechste Abhandlung tther Pankreasenzyme. 


wets ves ah press pace el 


Mit 4 Figuren im Text. 


| Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen.) 





(Der Redaktion zugegangen am 30, Oktober 1925.) 


Kinleitung. 


cari = Bal it <a 


Da die Lipasewirkungen von der Verteilung des Enzyms 
» von seinen Begleitstoffen in hohem Mage abhingen, ist 
es fiir quantitative Beobachtungen nétig, die Lipasen in zum 
ate geeignete Systeme zu bringen, sei es unter Akti- 
7} -vierung oder Hemmung. Nur dadurch lassen sich die Unter- 
q »schiede im Wirkungsvermégen ausgleichen, die von der Menge ; 
und Natur der Begleitstotte bedingt sind. Die erste und die 
F vierte Abhandlung) dieser Reihe haben Methoden fiir die 
| Bestimmung lipatischer Hydrolysen mitgeteilt, die auf dem 
' Ausgleich der genannten Kinfliisse beruhen, und zwar fir die 
| Spaltung von Fetten und von Tributyrin. is Folgenden werden 
; ihnliche Bestimmungsmethoden auch fiir die lipatische Hydro- 
& lyse des Triacetins und des Buttersiuremethylesters beschrieben. 
» Fir die Analyse lipatischer Enzyme wire es iiberfliissig, die | 
5 Verseifung von mehreren, z, B. von vier Substraten zu messen. | 
Allen der Vergleich der Geschwindigkeiten, womit die ver- 


i Ae oi st ey 
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') Diese Zs. Bd. 125, S. 93 (1922/23) und Bd. 129, S. 1 (1923). 
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schiedenen Substrate gespalten werden, erméglicht es, die Frage 
der Spezifitit lipatischer Enzyme genauer zu priifen als « 
bisher geschehen ist. Es war noch nicht zu entscheiden, o\ 
dasselbe Enzym auf hohe Glyceride und niedrige, auf Este 
einwertiger Alkohole wie auf Glycerinester spaltend wirkt, au{ 
wasserlésliche Ester und auf unldésliche Substrate. Zwar sind 
bereits E. Abderhalden und A. Weil?) in ihren ,,Studiey 
iiber Lipasewirkung* zu dem Ergebnis gelangt: ,,Die Unter. 
scheidung einer besonderen Esterase neben der die Triglyceride 
spaltenden Lipase laBt sich nicht mehr durchfiihren...“ Aber 
alle vorliegenden Beobachtungen und Messungen lieBen sicl, 
ebenso gut mit der Annahme verstehen, daB die angewandten 
Knzymmaterialien — in der angefiihrten Arbeit die Pankreas. 
driise — Gemische lipatischer Enzyme enthalten haben. 

Die voneinander unabhingigen Methoden der Lipase. 
bestimmungen werden nun angewandt, um das Verhiiltnis 
zwischen den Reaktionsgeschwindigkeiten bei der Spaltung der 
einzelnen Substrate und zwischen den daraus abgeleiteten 
enzymatischen Konzentrationen zu verfolgen, vor allem bei der 
Reinigung der Pankreaslipase mit Adsorptionsmethoden und 
bei der Wirkungsabnahme unbestiindiger waBriger Enzyn- 
lésungen. Dieser Vergleich wird auch auf die Driisen ver- 
schiedener Tierarten ausgedehnt. Die Quotienten der lipatischen 
Wirkungen auf verschiedene Substrate sind in einigen unter- 
suchten Beispielen so iibereinstimmend ausgefallen, daB dadurch 
die Annahme sehr unwahrscheinlich geworden ist, die Lipase 
setze sich aus einem Gemisch mehrerer Enzyme zusammet, 
z. B. fett- und esterspaltender. 

Dieses Ergebnis bedeutet, da die Pankreaslipase in bezug 
auf die untersuchten Substrate keine absolute Spezifitat zeigt. 
Im Sinne absoluter oder qualitativer Spezifitét ist gewiB auch 
der Satz von E. Abderhalden und A. Weil gemeint: ,,Das 
fettspaltende Ferment des Rinderpankreas ist in seiner kata- 
lytischen Wirkung unspezifisch, d. h. unabhangig von der 
molekularen Struktur und der sterischen Isomerie der Fette’. 





") Fermentforschung Bd..4, S. 76 (1920). 
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_ 


Wenn indessen der Lipase die Fahigkeit zukommt, verschieden- 
urtige Substrate anzugreifen, so ist doch zu beachten, wie weit 


‘jbre quantitative Spezifitit reicht. Konfigurationsspezifitat 
ist fir Leberlipase schon in dem wichtigen Versuche von 


H. D. Dakin} erkannt worden, der aus Mandelsiiureestern bei 


| unvollstiindiger Hydrolyse rechtsdrehende freie Mandelsiure 
/neben unangegriffenem |-Kster erhalten hat. Und als Struktur- 
| spezifitét ist es bekannt”*), daB die Pankreaslipase auf Isobutter- 
' siureester und andere Verbindungen mit verzweigter Kohlen- 
‘ stoffkette sehr triage wirkt. Die Lipase zeigt also ausgepragte 
| quantitative Spezifitit. 


Experimenteller Teil. 


| I. Hydrolyse eines einfachen Esters (Buttersauremethylester). 


Wahl des Substrates. 


Um moglichst geringe Enzymmengen bestimmen zu kénnen 
und durch kurze Wirkungszeit sowohl die bei reineren Priapa- 


‘raten in Betracht kommende Enzymzerstérung wahrend der 


Versuche zu vermeiden wie zugleich bakterielle Wirkung aus- 


_ zuschlieBen, suchen wir ein Substrat, das durch Lipase besonders 


eicht und vom angewandten Puffer méglichst wenig an- 


'gegriffen wird. 


Methyl- und Athylacetat werden von Lipasel schwierig, 


vom schwach alkalischen Puffer zu stark gespalten. Viel 
geeigneter ist, wie man aus der grundlegenden Arbeit von 


J.H. Kastle und A. 8S. Loevenhart®) wei8, Buttersiureithyl- 


‘ester. Dieser wird aber nach unseren Versuchen vom Methyl- 
ester tibertroffen, der in Wasser dreimal leichter léslich ist.*) 
jAus der gesiittigten Lisung des Methylbutyrats wird 1,4mal 


mehr Buttersiure in Freiheit gesetzt als mit der doppelten 


|Enzymmenge aus dem Athylester. 





') Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 253 (1904) und Bd. 32, S. 199 (1908). 
*) Siehe L. Morel u. E. Terroine, C. R. Bd. 149, 8. 236 (1909). 
', Am. Chem. Journ. Bd. 24, S. 491 (1900). 

‘) Nach J. Traube lést sich Methylbutyrat in 55—65, Athyl- 


butyrat in 190—210 Teilen Wasser, Ber. Bd. 17, S. 2294 und zwar 


S. 2804 (1884), 
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Beispiecl: Vol. 20 cem, davon 5 ccm 2,5 n-Puffer von p,, = 84 
(NH, + NH,Cl); Aktivierung durch 10 mg Natriumoleat, 10 mg CaQj, 
und 15mg Albumin. Enzym: Glycerinauszug von Pankreasprobe Nr. [I], 
Zeit: 60°. 

1. Athylbutyrat mit 0,8 eem Enzym. 

0,05 eem Ester 0,92 cem n/5-KOH (48,5°/,); 0,10 cem Ester 1,85 cen 
KOH (48,8 °/,); 0,15 com Ester 2,62 cem KOH (46,0°/,); 0,20 com Estey 
2,80 cem KOH (37,0°/,); 0,50 cem Ester 2,75 cem KOH (14,5°/,). 

2. Methylbutyrat mit nur 0,4 cem Enzym. 

0,063 ecm Ester 0,54 cem n/5-KOH (19,7 °/,); 0,125 com Ester 

36 com KOH (24,8°/5); 0,250 eem Ester 2,58 cem KOH (23,4 °/)); 0,500 cen 
Ester 3,90 eem KOH (17,7°/,); 1,000 cem Ester 3,98 cem KOH (9,0°/,). 

Wihrend in der vor kurzem veréffentlichten Untersuchung 
von F. Knaffl-lLenz') auffallenderweise die Hydrolyse von 
Athylbutyrat durch Leberlipase umgekehrt proportional der 
Substratkonzentration verlief, zeigt sich hier unter den Versuchs- 
verhiltnissen ausgleichender Aktivierung Proportionalitit des 
Umsatzes mit der Substratkonzentration. 

Aus unseren Versuchen ergibt sich ferner, daB nur der 
geléste Anteil des Esters reagiert und daB das Ungeléste ohne 
HinfluB ist. 

Die noch leichter léslichen Ester der Isobuttersiure sind als 


Tabelle 1. 
Spaltung von Buttersiure- und Jsobuttersiureestern. 
Vol. 20 cem, davon 5 cem 2,5/n-Puffer von py, = 8,9: 10mg Natriun- 
oleat, 10mg CaCl,. 





Enzym mg | 

Nr. | (Pankreaspul ver Substyrat Zeit n/5-KOH 
Nr, If) Stdn. cem 
1 50 Athyl-n-butyrat 0,5 cem 4 5,90 
2 a ae S| 0,5 4 0,25 
3 50 a OD 4 0,36 
+ os -i- se OD 4 0,22 
5 a0 Tributyrin 0,2 2 6,21 
6 - 0,2 2 0,39) 
7 50 ‘Triisobutyrin 0,2 4 2,05 
8 e 0,2 4 0,36 














') Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 97, 5. 242 (1923). 
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Substrate ungeeignet, da sie nach L. Morel und E. Terroine?) 
und nach P. Rona und Z. Bien’) von Lipase iiuberst triige 
angegriffen werden. Zusatz unserer Aktivatoren hat darauf 
keinen KinfluB, wie sich aus vorstehendem Vergleich (Tab. 1) von 
\thylbutyrat und Tributyrin mit den Isoverbindungen und aus 
‘ihnlichen Beobachtungen mit dem Methyl- und Amylester ergab. 


A ktivierungserscheinungen. 

Fir die lipatische Hydrolyse der in Wasser gelésten, 
einfachen Ester untersuchten wir, wie bei der Fettspaltung*) 
und bei der stalagmometrisch gemessenen T'ributyrinhydrolyse*) 
die Aktivierungserscheinungen mit der Absicht, die Bestimmung 
von den Hinfliissen der natiirlichen Begleitstoffe unabhingiger 
zu machen. 

Dies ist erstens fiir kinetische Untersuchungen ndtig. 
Man muB z. B. bei wechselnden Konzentrationen von Substrat 
und Knzym wie in dem angefiihrten Versuch von F. Knaffl- 
Lenz die aktivierenden und hemmenden Wirkungen von 
Begleitstoffen, da zugleich auch ihre Konzentrationen variiert 
werden, beriicksichtigen. 

Die ausgleichende Aktivierung ist zweitens erforderlich 
fiir die vergleichende Analyse einer Lipase im Verlaufe der 
Reinigung, also bei wechselndem Gehalt an natiirlichen Begleit- 
stofien. 

Drittens ist der Vergleich verschiedener Lipasen, z. B. 
der Vergleich verschiedener Organe und Gewebe nur bei még- 
lichst vollstindigem Ausgleich in bezug auf Aktivierung und 
Hemmung zulissig. Die Angaben von J. H. Kastle und 
A. 8. Loevenhart und von spiteren Forschern®) iiber Lipase- 
gehalte von Leber, Pankreas, Niere und anderen Driisen und 
iiber die Lipasemengen bei verschiedenen Tieren sind in hohem 


') C. R. Bd. 149, S. 236 (1909). 

*) Biochem. Zs. Bd. 64, S. 13 (1914). 

*) I. Abh. 

‘) IV. Abh. 

°) Siehe besonders P. Saxl, Biochem. Zs. Bd. 12, S. 343 und zwar 
S. 355 (1908). 
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Mabe gefalscht durch die ungleichmabige natiirliche Aktivierung 
oder Hemmung. Die Pankreaslipase ist bei Kastle und 
Loevenhart fir die Buttersiureesterspaltung nicht aktiviert, 
die Leberlipase steht dagegen unter dem EinfluB der Galle, 
Dadurch erklirt sich, da& nach Kastle und Loevenhart}) 
die Leber des Schweines etwa 3mal stirker lipatisch wirken 
soll als Pankreas. Nach unseren Beobachtungen ist die Leber 
irmer an Lipase als die Pankreasdriise. 

Kintache Ester werden im allgemeinen von Pankreas- 
lipase wenig, von Leberlipase, da diese von natiirlichen Akti- 
vatoren begleitet ist, verhaltnismaiBig giinstig gespalten. Die 
Anwendung der Aktivatoren bietet den weiteren Vorteil, dat 
die erforderlichen EKnzymmengen herabgesetzt werden; die 
enzymatische Leistung auch der pankreatischen Lipase wird 
nimlich auf etwa das Zehnfache gesteigert. 

Kinige Versuche iiber die Wirkungen von Seife, von 
glykocholsaurem Salz, von Calciumchlorid und Albumin werden 
in der Tab. 2 mitgeteilt. Die Verseifung wird von Natriumoleat 
und von Glykocholat aktiviert und diese beiden Aktivatoren 
wirken kombiniert additiv (Vers. Nr. 10). Calciumchlorid 
ergibt mit Seife (Nr. 14) viel giinstigere Kombinationswirkung 
(eine potenzierte) als mit Glykocholat (Nr. 12). Die bedeutendste 
Aktivierung ist mit Albumin + Natriumoleat + Calciumchlorid 
(Nr. 15, 16 u. 17) erzielt worden; die schon sehr giinstige 
Wirkung des Calciumoleats ist noch wesentlich gesteigert, 
Albumin iibt also bei dem einwertigen Ester einen wesentlich 
anderen KinfluB aus als bei den Glyceriden; denn die Spaltung 
von Tributyrin und Triacetin wird bei alkalischer Reaktion 
von Albumin gehemmt und unter Aktivierung durch Calcium- 
oleat wird sie durch Albumin nicht beeinfluBt. 

In den analytischen Angaben der Tab. 2 (und auch in den 
nachfolgenden) sind von dem Werte fiir verbrauchtes KOH und 
gefundene Spaltung die Zahlen des Leerversuchs (in Tab. 2 
0,17 com KOH und 2°/, Spaltung) abgezogen. Die im Stabe 
,Aktivierungseffekt“ angefiihrten Werte sind nur ungefahre 


') Am. Chem. Journ. Bd. 24, S. 491 und zwar 8. 493 (1900). 
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ung Schitzungen. Die Spaltung ohne Zusitze (4,6°/,) liegt ihnen 4 
ind yugrunde, aber diese ist mit beliebiger, roher Lipase er- 4 
ert, mittelt und hingt von Menge und Art ihrer Fremdstoffe ab. | 
le. Tabelle 2. Ja 
t 1) auld 
tb) Hydrolyse von Methylbutyrat unter Aktivierung. 4 
cen Vol. 20 cem, davon 5 cem 2,5/n-Puffer von NH, + NH,C1 (1:2, py = 8,9); 
ber | 02g Ester; 0,8cem Glyc.-Lsg. d. Pankreasprobe Nr. III; Zeit 60’; 30°. 
é re 5 a bh : 
us- Ze a so 5 ° = ae 
| ‘Eo 3 Ee 6 = v = ae 5 
ti Be \r} 2 © Git = e = <q53 : 
Jie ” ™ ™ . ” * 
my mg mg ms cem WP etwa °/, q 
lab : 
die | - 0,40 t,6 | 
ird 2 1,25 0,74 8,5 80 
3 5,0 - - 0,67 7,7 70 
| 4 -~ _ 1,25 0,66 7,5 60 4 
- j 2.5 0,60 6,9 50 

eli 6 5,0 0,60 6,9 50 
at 7 20,0 0,60 6,9 50 
- 8 1.25 0,66 7,5 60 ; 
rid by —- 10.0 0,53 “ 30 
10 5,0 — 2,0 1,58 18,1 290 ¢ 

y 

ng 11 10,0 15,0 0,84 9,6 110 
ste Me 1 _ 10,0 10,0 0,80 9,1 100 4 
‘id 3} 10,0 _ _ 15,0 1,90 21,7 370 4 
ge i4 10,0 10,0 2,30 26,3 470 1 
¥ 1h 10,0 10,0 1,5 2,50 28,6 510 4 
h Lf 10,0 10,0 15,0 3,30 37,8 700 4 
C iT] 10,0 10,0 30,0 3,54 40,5 780 i 
- 2 r P ; ee ; 
on Auch Glycerin in gréBeren Konzentrationen aktiviert die Py 
n- Hydrolyse des Esters wie die von Olivenél, und dieser Einfluf, 4 
der seinem Wesen nach vielleicht ein ganz anderer ist als die : 
on Wirkung der in sehr kleinen Konzentrationen angewandten ‘| 
id Aktivatoren tritt noch bei Gegenwart von Calciumoleat zutage. a 
2 Auf Zusatz von 33°/, Glycerin zum Bestimmungsgemisch, das q 
Ve auBer den andern Aktivatoren noch Albumin enthielt, erfolgte q 
re [— (lab. 3) eine weitere Steigerung. Fiir die Versuche der Tabelle A 


diente der im folgenden Abschnitt eingefiihrte Bestimmungs- 
ansatz, jedoch unter Zusatz von 120 mg Albumin. 
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Tabelle 3. 
Kinflu8 von Glycerin auf die Butyratspaltung. 
2,40 ecm Glyc.-Lésung aus Pankreasprobe Nr. III. 











Glyceringehalt 
der Flissigkeit Zeit Spaltung Aktivierungsettekt 
"/o (Min.) "Jo "a 
0 30 11,7 i 
0 60 18,8 
0 120 27,4 
33 30 14,2 37 
33 60 25,8 37 
338 120 36,4 87 
60 30 19,7 82 
60 60 34,1 82 











Bestimmungsmethode. 


Die Bestimmungsmethode soll fiir die Lipase von dem 
rohen Zustand des natiirlichen Vorkommens bis zu den aus 
Adsorbaten gewonnenen, vielfach reineren Elutionen anwendbar 
sein. Da sich die verdiinnten, wenig haltbaren Elutionen 
durch Zusatz von Glycerin stabilisieren lassen, so ist es zweck- 
maBig, fiir die analytische Methode als Medium ein an Glycerin 
reiches Gemisch zu verwenden, um so mehr, als die Lipase- 
wirkung durch das Glycerin so bedeutend gesteigert wird. 

Die Hydrolyse wird bei schwach alkalischer Reaktion, 
nimlich mit Ammoniak—Salmiak-Puffer von py = 8,9 aus- 
gefiihrt und zwar bei 30°. Zur Aktivierung dient dabei Natrium- 
oleat mit Calciumchlorid. Es wire, um die Methode zur 
Analyse von Driisenmaterial und andern rohen Priparaten 
anzuwenden, besser, die Aktivierung durch Zusatz von Albumin 
zu vervollstindigen, was in unseren Versuchen noch nicht 
geschehen ist. Ohne ausgleichenden Zusatz von Albumin 
wird beim Vergleich von stark proteinhaltigen Praparaten und 
von reinerer Lipase die Wirksamkeit der ersteren zu _ hoch 
gefunden. 

Ausfiihrung. Von neutral reagierendem reinem Methyl- 
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butyrat wurden 0,8 g (= 0,007 Mol) im 100 ccm -MeBkolben 
mit 75 com eines auf 30° erwairmten Gemisches aus gleichen 
Teilen von Wasser und 87°/,igem Glycerin sowie mit 20 ccm 
NH, + NH,Cl-Puffer (1:2; 2,5/n) versetzt. 

Die Auflésung des Esters unterstiitzt man durch Schiitteln. 
Dann wird die Enzymprobe, das Natriumoleat (2 ccm = 40 mg) 
und das Calciumchlorid (1 com = 40mg) zugefiigt und das 
Kélbchen in den Thermostaten gestellt. Auf Zusatz von Calcium- 
chlorid hat sich dlsaurer Kalk in feiner Verteilung aus- 
geschieden, er soll wihrend der Bestimmung nicht ausflocken. 

Dem fertigen Verseifungsgemisch werden zu Anfang 20 ccm 
mit der Pipette entnommen, die man in ein mit Wasser und 
25 cem n/5-Salzsiure beschicktes Gefifb eintragt und mit 
n/5-KOH unter Zusatz von 12 Tropfen 0,5°/,iger Liésung von 
Bromkresolpurpur!) zuriicktitriert. Nach 60 Minuten, besser 
zur Kenntnis des Reaktionsverlaufs nach etwa 30, 60 und 
80 Minuten entnimmt und titriert man je 20ccm, um aus den 
gefundenen Zahlen nach Abzug der in gleichen Zeiten vom 
Puffer allein bewirkten Spaltung den genauen Wert fiir 
60 Minuten zu interpolieren. 

Reaktionsverlauf; EKinheit. Die unter diesen Be- 
dingungen mit wechselnden Mengen von getrocknetem Schweine- 
pankreas (Nr. III) in verschiedenen Zeiten erzielten Spaltungen 
geben die Tab. 4 und die Fig.1 wieder. Aus diesen Versuchen 
ergibt sich, dab das Produkt von Enzymmenge und Zeitdauer 
fiir einen gewissen Grad der Verseifung nicht genau konstant 
ist. Die Hydrolyse in langerer Zeitdauer ist etwas im Nachteil, 
anscheinend infolge von Enzymzerstérung unter dem Einflub 
von Puffer und Ester zusammen. 

Analog der lipatischen Fettspaltung bei wechselndem p;,”) 
und der stalagmometrischen ‘Tributyrinspaltung*) wird eine 
Kinheit gewaihlt und als L.’-K. bezeichnet. 


*) Vgl. W. M. Clark, The Determination of Hydrogen Ions, Balti- 
more 1920, S. 45, 63, 65, 66; und zur Darstellung H. A. Lubs u. 
W.M. Clark, J. Wash. Acad. Sei. Bd. 6, S. 481 (1916). 

*) I. Abh., S. 115. 

*) IV. Abh., S. 23. 
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Kine L.’-E. sei diejenige Lipasemenge, die in 1/, de 
Versuchsansatzes, nimlich in 20 ccm?) enthalten ist und die 
unter den angegebenen Bedingungen der ausgleichenden Akti- 
vierung in 60 Minuten 25°/, des Methylbutyrats spaltet. Wie 
aus der Tab. 4 und aus der Fig. 1 ersichtlich, ist 1 L.’-E. in 
15 mg der getrockneten Pankreasprobe Nr. [I] enthalten, da 
von diesem Organmaterial 10 mg in 60 Minuten etwa 20°, 
20 mg 31°/, Ester spalten. In den untersuchten Lipase. 
praparaten entsprach im allgemeinen 1 L.’- K. ungefihr einer ..-E, 
(sie war etwas mehr, nimlich 1,2 L.-E.). Zur Ermittlung einer 
Lipasemenge aus der gemessenen Butyratspaltung dient dic 
Hig. 2, welche die durch verschiedene Enzymmengen im Be. 
reiche von 1:16 in 60 Minuten erzielten Spaltungen darstellt. 
Da hiernach ebenso wie in der Untersuchung von F. Knaffl- 
Lenz?) der Spaltungsgrad der Enzymkonzentration annihernd 


Tabelle 4. 
Zeitlicher Verlauf der Esterspaltung mit verschiedenen 





Knzymmengen. 
mg ‘Trocken- rl vont 

Nr. | pulver LI in 20 cem] . eel » n/5-KOH Spaltung 
d.i. 1/, des Versuchs in Minuten |fiir je 20 eem of 
ae 1,25 60 0,21 3,0 
2 1,25 150 0,48 6,9 
II, 3 2,50 70 0,49 7,0 
4 2,50 148 0,76 10,9 
a, % »,00 47 0,62 8,9 
6 5,00 90 1,03 14,7 
7 5,00 173 1,58 22,6 
IV, 8 10,00 33 0,86 12,3 
9 10,00 56 1,3 18,7 
LO 10,00 122 2,19 31,3 
7, 20,00 32 1,55 22,1 
12 20,00 81 2.72 38,9 
VI, 13 $0,00 31 2,60 37,2 














') Die Hydrolyse erfordert alsc in 20 ccm des Ansatzes etwi 
ebensoviel Lipase wie die Bestimmung mit Olivendl. 
2) a, a. O. S. 247. 
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P: 


' denselben EKinfluB aus wie bei der Verseifung des ‘Tributyrins 


| proportional ist, findet man am einfachsten den Wert eines Prapa- 
rats in L.’-E., indem man den Prozentbetrag der Esterspaltung 


durch 25 dividiert. 
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Fig. 1. 
Verseifungsgeschwindigkeit der Methyl- Lipasemenge und Spaltungsgrad, 
butyratspaltung mit verschiedenen Lipase- 

mengen. 


II. Hydrolyse von Triacetin. 
Aktivierung. 


Die verschiedenen Zusiitze iiben einzeln und kombiniert 


| (Tab. 5). Die Reaktion wird durch gallensaures und dlsaures 
F Salz wesentlich beschleunigt und zwar schon bei sehr geringen 
| Konzentrationen und in langsam abnehmendem Mage bei 
'steigender Konzentration der Aktivatoren. Beim Tributyrin 
_ aktivieren Glykocholat und Oleat gleichmiBig um 200°/,, beim 
| Triacetin Glykocholat um 100, dlsaures Natrium um fast 300°/,. 


Dieser Unterschied diirfte nur auf das Zusammenwirken der 
beiden Seifen mit den Proteinsubstanzen zuriickzufiihren sein. 


| Da die Triacetinverseifung alkalimetrisch bestimmt wird, sind 


viel gréBere Enzymproben anzuwenden als bei der stalagmo- 


'metrischen Methode; es trifft also mehr Protein auf dieselbe 
Menge zugefiigten Aktivators. 
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Die Wirkung der Seife wird wieder bedeutend gesteigert 
durch Zusatz von Calciumsalz oder von Albumin; aber die 
Aktivierung durch Calciumoleat laBt sich mit Albumin nicht 
weiter steigern. Dies ist wie beim Tributyrin, aber anders 
als beim Buttersiiuremethylester (‘l'ab. 6). 


Tabelle 5. 
Triacetinspaltung mit Aktivatoren. 


Vol. 16 cem, davon 2 cem 5n-Puffer von NH, + NH,Cl (1: 2; Py = 8,9) 
300 mg Triacetin, 0,8 cem Glyc.-Lis. d. Pankr.-pr. Nr. III; Zeit = 60’; 30°, 





| 


' ‘ art h® ' 
Ex —" 4 e S a | be 
: Pa So lees] sz © = |=35¢2 
Nr. | 3S o ssl < = € | “35 
Zi A <j S RD = 
mg me me mg ecm a P ea. ° 
_ 0,34 4,1 
2 2,5 . 0,69 8,4 100 
3 5,0 0,79 9,6 130 
J 10,0 0,51 6,2 50) 
’ 20,0 ~ 0,52 6,3 D0) 
6 1,0 : 1,16 14,1 250 
7 125 1,27 15,4 270) 
8 2,5 -- 1,19 14,4 250 
9 2,0 — - 1,01 12,2 200 
10 10,0 ; . . 1,12 13,6 230 
11 25,0 - 1,09 13,2 220 
12 50,0 0,99 12,0 190 
13 | 100,0 0,88 10,7 160 
14 | 200,0 be 0,56 6,8 70 
15 10,0 0,71 8,7 110 
16 sie 20,0 0,69 8.4 L00 
17 10,0 10,0 2,74 33,2 710 
18 10,0 10,0 2,74 33,2 710 
19 10,0 on 15,0 2,29 27,7 570 























Bestimmungsmethode und Reaktionskinetik. 


Die Wirkung der Lipase auf Triacetin wird ganz analog (er 
Butyratspaltung gemessen, also in schwach alkalischem, glycerii- 
haltigem Medium bei 30° mit 1,32 com Triacetin (= 0,007 Mol) 
unter Zusatz von 40 mg Natriumoleat und 40 mg Calciun- 
chlorid. Aus dem Ansatze von 100 cem werden z. B. nach 
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Tabelle 6. 


' Triacetinspaltung, durch Calciumoleat aktiviert, unbeeinfluBt 


durch Albumin. 


Dieselben Bedingungen wie Tab. 5, aber mit 10mg Natr. oleat + 10mg CaCl,. 








tlye.-Auszug Nr. Il Albumin Spaltung 
ecm mg ‘ 
0,10 _ 18,7 
0,10 15,0 17,5 
0,05 set 10,4 
0,05 7,5 9.9 








25 und 35 Minuten Proben titriert. Die von den gefundenen 
Alkalimengen abzuziehenden Anteile, die auf Spaltung durch 
Puffer entfallen, sind beim ‘T'riacetin erheblich. Die Spaltung 
durch Puffer betragt nimlich in 20 Minuten 1,6, in 30 Minuten 
24 und in 110 Minuten 9°/, gemaB der Linie P in Fig. 3. 

Diejenige Enzymmenge in 40 ccm!) des Verseifungs- 
gemisches, die in 30 Minuten 10°/, der Essigsiure in Freiheit 
setzt, wird als Einheit (L’.-E.) gewaihlt. Dann entspricht 
| L’.-E. ungefabr 1 L.-E. (genauer 0,92 L.-E.). Die Zahl der 
L”.-K. in 40 com Verseifungsansatz ergibt sich gem&B der 
¥ig.4 annihernd gleich '/,, vom Prozentbetrage des gespaltenen 
Triacetins. 

Der zeitliche Verlauf der ‘Triacetinspaltung bei aus- 
sleichender Aktivierung wurde mit wechselnden Mengen einer 
(lycerinlésung von Pankreaslipase (aus Pr. Nr. III) gepriift 
Tab. 7 und Fig. 3). In den Ergebnissen ist es auffallend, wie 
sehr die Geschwindigkeit der zundchst rasch einsetzenden 
Hydrolyse sich wihrend der Versuchszeit vermindert. Nach 
etwa 80 Minuten ist fast nur noch die Spaltung durch den 
Puffer allein nachweisbar. Man kénnte demnach die Analyse 
einfach auf den in 120 Minuten erzielten Endwert, der fiir 





') Die Einheit wird in diesem Falle zweckmifig auf 40 cem des 
Ansatzes bezogen, um sie der L.-E. anzuniihern. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIII. 16 
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jede Enzymmenge ein bestimmter ist, griinden, wenn nicht die 
Korrektur fiir die Pufferspaltung zu bedeutend wire. 
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Fig. 3. Hydrolyse des Triacetins mit Fig. 4. Enzymmengen und Grad der 
verschiedenen Enzymmengen. Triacetinspaltung. 
Tabelle 7. 
Zeitlicher Verlauf der Triacetinspaltung mit verschiedenen 
Lipasemengen. 
Nr Glye.-Ertr. Nr. Il Zeit n/5-KOH Spaltung 
mine in 40 ccm Minuten ecm %. 
| 0,040 36 0,31 1,48 
2 0,040 70 0,49 2,33 
3 0,040 121 0,52 2,50 
II, 4 0,080 27 0,57 2,72 
D 0,080 73 0,96 4,57 
Ill, 6 0,160 28 0,89 4,23 
7 0,160 42 1,31 6,24 
8 0,160 80 1,70 8,28 
IV, 9 0,320 20 1,47 7,00 
10 0,320 54 2,56 12,20 














Der beobachtete Reaktionsverlauf fiigt sich annihernd der 
Schiitzschen Regel, was schon beim Monobutyrin mit Serum- 
lipase von H. Pighini?) (titrimetrisch) sowie von P. Rona uné 
J. Ebsen?) (stalagmometrisch) gefunden worden ist und was 


*) Biochem. Zs. Bd. 39, S. 21 (1912). 
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auch mit den neuen Messungen von F. Knaffl-Lenz bei 
der Tri- und Monobutyrinspaltung durch Leberlipase in EKin- 
klang steht. Wir finden in einem gréBeren Abschnitt des 
Spaltungsverlaufs die aus der Gleichung x = 4 Yt fiir  be- 
berechneten Werte konstant; z. B. ergibt sich aus der Kurve IIT 


in Fig. 3: 


16 Minuten 3,2°/, Spaltung; /; = 0,80 


25 a 4,5 - i; = 0,90 
36 = 5,6 ee k = 0,93 
+9 ‘ 6,7 ms ki = 0,96 
64 ts 7,6 ¥ k = 0,95 
8] " 8,4 = k = 0,93 
100 8,9 k = 0,89. 


Kin solcher Reaktionsverlauf bedeutet, daB die Wirkung 


| des Enzyms gesetzmiBig fortschreitend verringert wird, sei es, 


wie S. Arrhenius!) nachgewiesen hat, durch Hemmung, welche 


: gebildete Spaltprodukte ausiiben kénnen, sei es durch Enzym- 


zerstérung. Man sieht im Falle des Monobutyrins, daB bei 


| niederen Glyceriden der Verlauf nach der Schiitzschen Regel 


nicht auf Enzymhemmung beruht, denn weder Glycerin noch 


| Buttersiure in alkalischem Medium vermag die lipatische 
_ Monobutyrinspaltung zu hemmen. Vielmehr glauben wir im 
| vorliegenden Falle die Erklarung in Enzymzerstérung zu finden, 


lie unter den Reaktionsbedingungen durch die Wirkung des 


| Substrats erfolet. Der Puffer allein bedingt keine erhebliche 
| Schidigung des Enzyms. Da die Hydrolyse ohne Aktivierung 
' sehr trige verliuft, kann man das Verhalten des Enzyms 


geveniiber dem Substrat bei Gegenwart von Puffer und Glycerin 


/ untersuchen. Man fiigt zum Versuchsansatz erst nach einer 
: gewissen Dauer die fehlenden Aktivatoren hinzu und vergleicht 
| die darauf eintretende Hydrolyse mit derjenigen ohne solche 
| Vorbehandlung. Dabei zeigt sich (Tab. 8), daB schon in 
_ 1—2 Stunden iiber 80—90°/, des Enzyms verloren gehen, 


Versuche mit langer Zeitdauer sind daher reaktionskinetisch 


und analytisch unbrauchbar. Die Zersetzung des Enzyms 
' unter diesen Bedingungen scheint sogar von seinem Reinheits- 
| grad nur wenig abzuhingen. 








‘') Medd. Nobel-Inst. Bd. 1, Nr. 9 (1908). 
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Tabelle 8. 

oe der = durch Triacetin + Puffer (p, = 8,9). 
a — —— 
; ; SS |» 

; Verseifungsgemisch mit Puffer a as 
Lipase . Se |e & 

und Glycerin a 12 

. | °/o , 

25 mg Pulver III ohne Vorbehandlung 4,2) — 
pees Pulver nach 65’ Stehen mit Triacetin 0,5 | 8s 
0,4 eem Glye.-Ausz. IT] ohne Vorbehandlung 49} — 
derselbe Auszug nach 100’Stehen mit den Aktivatoren] 4,5 | (8) 
derselbe Auszug nach 100’ Stehen mit Triacetin 0,5 | 90 
25 ecm Elution ohne Vorbehandlung 43] — 
dieselbe Elution nach 30’ Stehen mit Triacetin 2,9 | 33 


Allgemein ‘sind stark kapillaraktive Stoffe wie Aceton 
und besonders Amylalkohol imstande, nicht nur die lipatische 
Reaktion bedeutend zu hemmen, sie schidigen auch das Enzym. 
Nach der Tab. 9. macht es viel aus, wenn der Verseifungs- 
ansatz vor dem Eintragen der Aktivatoren mit einer kleinen 
Menge Amylalkohol stehen bleibt. 


Tabelle 9. 
KinfluB kapillaraktiver Stoffe auf Lipase. 
Mit 2,0 ccm Glycerinauszug II. Zeit: 30’. 











Vorbehandlung Sp altung en 

°/6 0 
ohne Vorbehandlung. . ...... . 15,4 — 
nach 30’ Stehen mit Puffer ...... 15,1 (2) 
mit 10°/, Aceton sofort best.. . , . 8,5 — 
nach 30’ Stehen mit 10°/, Aceton + Puffer 7,3 14 
mit 2°/, Amylalkohol sofort best... 5,8 — 
nach 30’ Stehen mit 2°/, Amylalk. + Puffer 3,6 38 


III. Wirkungsverhaltnis lipatischer Praparate gegeniiber vei- 
schiedenen Substraten. 


Die analytischen Methoden, die sich auf die verschiedene. 
Substrate beziehen, sind ohne Riicksicht auf die Frage aus- 
gearbeitet, ob es ein und dasselbe lipatische Enzym ist, das 
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Fette und niedere Glyceride und die Ester einwertiger Alko- 
hole spaltet. Mittels dieser Bestimmungsmethoden soll nun 
gepriift werden, ob sich das Geschwindigkeitsverhiltnis, das 
sich aus den Spaltungen verschiedener Substrate ergibt, wesent- 
lich indert im Verlauf der praparativen Reinigung, wobei ver- 
schiedene Enzyme voneinander getrennt werden, oder wahrend 
des Alterns von Priiparaten, wobei der Enzymgehalt sinkt. 
AuBerdem sind durch den Vergleich der Wirkung auf mehrere 
Substrate Aufschliisse zu suchen iiber die Identitit der Lipasen 
yerschiedener Tiere und aus ihren einzelnen Organen. Aller- 
dings darf die Methode der Zeitwertquotienten nur mit den 
durch die Untersuchungen von R. Kuhn!) ,,Uber Spezifitat der 
Enzyme“ klargelegten Einschrankungen zu SchluBfolgerungen 
iiber Identitit oder Verschiedenheit von Enzymen herangezogen 
werden. Ergeben die Wirkungsverhiltnisse der Lipasen von 
verschiedener Herkunft fiir die genannten Substrate annihernde 
Ubereinstimmung, dann ist gewiB kein Grund vorhanden, En- 
zymverschiedenheit anzunehmen. Differieren aber die Zeitwert- 
quotienten, so kénnen Begleitstoffe Schuld tragen an Ande- 
rungen der Affinitiit des Enzyms zu den Substraten. 

Kinige Bestimmungen der mittels der Substrate Olivendl, 
lriacetin und Buttersiureester gefundenen Lipasekonzentrationen 
sind in der Tab. 10 angefiihrt. Die Versuche Nr. 1—3 zeigen, 
daB sich das Verhialtnis von L.’-K. und L.”-E. zu L.-E. bei der 
Reinigung der Pankreaslipase durch Extraktion mit Glycerin 
sowie durch mehrmalige Adsorptions- und Elutionsvornahmen 
wenig indert. Die Methylbutyratspaltungen bei Anwendung der 
getrockneten Driise diirften durch den nicht geniigend aus- 
geglichenen KinfluB von Proteinsubstanzen etwas zu hoch ge- 
tunden sein. Die Quotienten bleiben auch ganz konstant im 
Laufe der Enzymzerstérung, naimlich bei einer Abnahme um 
S0°/,, die beim Verdiinnen einer Glycerinlésung von Lipase 
mt viel Wasser und zweitigigem Aufbewahren eintrat (Nr. 5). 

Die in unserer 2. Abhandlung beschriebenen Proben 
Xr. T und III von Schweinepankreas zeigen untereinander 





) Diese Zs. Bd. 125, S. 1 u. 28 (1922/23); R. Willstitter, 
i. Kuhn u. H. Sobotka, diese Zs. Bd. 129, S. 33 (1923). 
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gréBere Differenzen als z. B. die Pankreasprobe Nr. I] und 
die Pankreaslipase des Pferdes (Nr. 6). 

Nur eine gréBere Abweichung ist beim Schafspankrea 
gefunden worden. Das Verhiltnis der Ol- und Triacetip. 
spaltungen ist hier zwar genau gleich wie bei dem zumeisi 
angewandten Priparat von Schweinepankreas, aber der Quotient 
aus Ol- und Butyratspaltung ist zu hoch. Es scheint eiy 
aktivierender Begleitstoff vorhanden zu sein, der gewohnlichie 
Eiweibkorper iibertrifit und gegeniiber dessen EKinflu8 unsere 
Anordnung der ausgleichenden Aktivierung nicht geniigt. 


Tabelle 10. 


Substrate Quotienten 1 














| 
& 

Ss i> .\s 
now eer ° °| Ges - | asl: 
Nr. Enzympraparat Sel BS) Sele Ae 

> sim.) Bs git ERE 

Se PSA AR iG 

oO is |e 

| dy | 
— 
i 


1 |} 50 mg tr. Pankr. pulver. [I] (Schwein) | 4,12 | 3,75 4,13] 0,91 | 1,00 
2 | Glycerinauszug aus demselben; 1 cem t 2,93 | 2,40 2,65] 0,82 | 0,95 
3 | dass., El. nach 2 mal.'Tonerdeads. 75 ecm | 8,30 | 2,85 | 2,61] 0,85 | 0,83 
4 


Glye.- -Ausz, a. Pankr. (Schwein Nr. IV) 
ae . | 3,20 | 2,60 | 2,80] 0,81 
Dd dasselbe nach 48 Std. Stehen i in verd. Lis. 0,59 | 0,45 | 0,05 | 0 s77 | 0,90 














6 Glycerinausz. aus Pankr. (Pferd Nr. -D]2 2, 07 it 2,05 2,00 | 1 92 | 1 01 | 0,93 

7 [50 mg tr. Pankr. puly. I (Schwein) go 4. 40 | 7,20 | 6,55 1,64 | 1,50 

8 | Glye.-Ausz. aus Pankr. ene Nr. )) 
oe | 8,33 | 4,05 | 4,65] 1,21 | 1,40 








9 [50 mg tr. Pankr. mn ‘Gchaf Nr. ). 4 0,93 | 2,80 | 0,93] 3,01 | 1,00 
10 | Glyc.-Ausz. a. Pankr. (Schaf Nr.I), 1 cem | 1,13 | 2,65 | 1,05] 2,34 | 0,98 
11 | dasselbe, El. aus Tonerdeads., 50 cem] 1,73! 4,10 1,60] 2,34 
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en & Vergleich von Magenlipase mit Pankreaslipase. 
iche ; Von 
sere Richard Willstiitter und Friedrich Memmen. : 
Siebente Abhandlung iiber Pankreasenzyme. 
— : Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften : 
ten ; in Miinchen.) ; 


Der Redaktion zugegangen am 30. Oktober 1925. 





ae ; Einleitung. | 
. ' Unsere Untersuchung beabsichtigt, die Lipase des Magens 3. 

' zmnichst an einem Beispiel, dem Magen des Schweines, mit 
1,00 { der Pankreaslipase zu vergleichen. Da die Angaben der Lite- 
95 7 ratur widerspruchsvoll und unsicher erscheinen, suchen wir mit 
= ' den neuen Methoden’) zur quantitativen Bestimmung der lipa- j 
1.90 tischen Fett- und Butyrinspaltung zu entscheiden, ob die Lipase 
90 [fe in den Magendriisen als Zymogen oder als fertiges Enzym q 
1,93 ; vorkommt und ob sie sich von der pankreatischen Lipase in | 
BO _ ihrer Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration oder i 

| yon Aktivatoren unterscheidet. 4 
i Es wire nicht erlaubt, die an der Magenlipase einer Hf 
00  einzigen Tierart angestellten Beobachtungen zu verallgemeinern. ; 
i Die Unterschiede, die sich gegeniiber der in grundlegenden ; 


Versuchen von F. Volhard?), H. Davidsohn®4) u.a. gewonnenen 
5 





') J. Abh. tiber Pankreasenzyme, diese Zs. Bd. 125, S. 93 (1922/23) 
und IV. Abh., diese Zs, Bd, 129, S. 1 (1928). 

2) Zs, f. klin. Med. Bd. 42, S$, 414 (1901) und Bd. 43, S. 397 (1901); 
W. Stade, Hofmeisters Beitr. z. Physiol. Bd.3, 8.291 (1902); A. Zinsser, 
Hofm. Beitr. z. Physiol. Bd, 7, 8. 31 (1905); A. Fromme, Hofm. Beitr. 
2. Physiol. Bd. 7, S. 57 (1905). 
3) Biochem. Zs. Bd. 45, §. 284 (1912) und Bd. 49, S$. 249 (1913). 
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Kenntnis von der Magenlipase des Menschen und des Hunde 
ergeben, scheinen nur durch Verschiedenheit der untersuchtey 
Lipasen erklirbar zu sein, wenn nicht den Begleitstoffen ej 
iibermiBiger KinfluB auf die Beobachtungen zukommt. 

Wir gewannen Loésungen der Lipase mit Glycerin, mi 
Wasser oder mit verdiinntem Ammoniak in guter prozentuale 
Ausbeute aus den verschiedenen 'l'eilen des Magens, aus de 
Schleimhaut in reichlicherer Menge als aus dem darunter be. 
findlichen Muskelgewebe, aus dem Cardiateile in gréBerer Aus. 
beute als aus der Fundusregion. Das Enzym findet sich in 
dem Organe fertig gebildet, nicht als Zymogen. Die envy. 
matische Konzentration der gewonnenen Lésungen ist etwa 
40 bis 600 mal geringer als in den Glycerinausziigen von getrock. 
netem Pankreas. Die Beschreibung der Magenlipase wird 
durch die groBe Verdiinnung und Unreinheit erschwert und sie 
wird richtiger, wenn das Enzym mittels der Adsorptionsmethode 
auf een héheren Reinheitsgrad gebracht ist. 

Wihrend nach den sorgfaltigen Untersuchungen von 
H. Davidsohn?) die Lipase erwachsener Menschen und vor 
Saiuglingen bei saurer Reaktion sehr viel stirker wirkt als 
bei alkalischer und ein ziemlich breites Wirkungsoptimum von 
Po 5 bis 4 besitzt, und waihrend nach den letzten Angaben vou 
M. Takata’), die sich auf Lipase aus dem Pawlowsche: 
Safte des kleinen Magens eines Hundes beziehen, die Wirkun: 
bei py = 5 bis 7 optimal ist, finden wir an simtlichen Priparaten 
die Lipase des Schweinemagens bei alkalischer Reaktion wei 
wirksamer als bei neutraler und noch mehr als bei sauerer. 
Verschieden von unseren Beobachtungen an Pankreaslipase is: 
nur das Wirkungsverhialtnis zwischen py = 8,6 und 4,7. Aber 
die Kurve der Abhangigkeit vom py differiert auch bei dex 
einzelnen rohen Enzymlésungen aus dem Schweinemagen. Die 
Wirksamkeit bei py = 8,6 ist zwischen 2 mal und 8 mal gréBer 





') Biochem. Zs. Bd. 49, S. 249 (1918) u. zwar S. 272. 

*) Vgl. The Tohoku Journ. of Exper. Med., Bd. 2, 8. 209 (1921) un¢ 
Biochem. Jl. Bd. 1 S. 107 (1922); zitiert nach der Abh. ,,Uber die Wir 
kung des Chinins und der Chininderivate auf Magenlipase“ von P. Ron: 
und M. Takata, Biochem. Zs. Bd. 134, S. 118 (1922/28). 
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als bei pp = 4,7. Es gelingt nun, die Magenlipase nach dem 


| Verfahren der Adsorption mit Tonerde und Elution mit glycerin- 


haltigem ammoniakalischem Phosphat, so wie es bei Pankreas- 
' lipase zum Ziel gefithrt hat, von einem Begleitstoff zu betreien, 
' der bei alkalischer Reaktion hemmend gewirkt hat. Dadurch 
_ yerschwindet der Unterschied zwischen der py-Abhingigkeits- 
a kurve der Pankreas- und der Magenlipase. Bei beiden betragt 
: das Wirkungsverhiiltnis zwischen pq = 8,6 und 4,7 ungefahr 20, 
= Die Abhangigkeit der lipatischen Wirkung von der Wasser- 





d stoftzahl ist also wie in unserer I. Abhandlung’) fiir die 


_ Pankreaslipase erkannt worden, ,,durch ganz andere, kompli- 
yiertere Faktoren vorgetiuscht oder entstellt.« Fir die fett- 


: spaltenden Enzyme ist es wichtiger wie fiir die kohlehydrat- 
_ spaltenden, dié Hinfliisse der Begleitstoffe zu beriicksichtigen 


und zu tiberwinden, die je nach der Wasserstofizahl wechselnde 


 aktivierende oder hemmende Wirkung entfalten kénnen. 
: Die Lipase liBt sich durch glykocholsaures und durch 6l- 


saures Natrium aktivieren. Oleat wirkt starker und hat den 
Vorzug, kombiniert mit Eiweif die lipatische Reaktion noch 
bedeutender zu steigern und von zufalligen Begleitstoffen so 
wnabhingig zu machen, wie es zur Bestimmung unter aus- 
gleichender Aktivierung nétig ist. Obwohl die Wirkung von 
gvallensauerem Salz weniger giinstig ist, verdient sie besondere 
Beachtung, da die Aktivierbarkeit durch Galle die pankreatische 
Lipase von der Magenlipase unterscheiden soll. Der zuerst 
von K. Laqueur?) angegebene Unterschied war so beobachtet, 
daB die Magenlipase des Hundes in ihrem sauren Milieu mit 
Galle gepriift wurde, wobei die vom Pankreas her bekannte 
Wirkung ausblieb. Die pankreatische Fettspaltung wird in- 
dessen durch Glykocholat auch nur alkalisch aktiviert, sauer 
aber gehemmt. | 
Das Verhalten der Magenlipase gegen glykocholsaures 
Natrium finden wir ungleichmaBig. Manche Praparate wurden 
dadurch aktiviert aufs doppelte oder dreifache, andere gar 


Soa & &. 0. 
*) Hofmeisters Beitr. z. Physiol. Bd. 8, 8, 281 (1906). 
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nicht. Es laiBt sich zeigen, daB das Ausbleiben auf der Ap. 
wesenheit eines gallenahnlich wirkenden Aktivators berul; 
Denn die Lipaselésungen, die auf Zusatz von gallensaurem Sq], 
keinen Ausschlag geben, sind schon in gleicher Art aktiviert. 
Durch die Reinigung nach der Adsorptionsmethode wird in einen 
solchen Falle die Aktivierbarkeit mit glykocholsaurem Natriuy 
hergestellt, also die Ubereinstimmung mit pankreatischer Lipase 

Fir die Annahme der Verschiedenheit von Magenlipas 
und Pankreaslipase der untersuchten Tierart ist gar keine 
Stiitze geblieben. 


Experimenteller Teil. 
I. Gewinnung von Magenlipase. 


Die Schweinemagen wurden kurz nach der Schlachtung 
mit einem scharfen Wasserstrahl gereinigt, durch Schaben und 
Birsten von Fett und Schleim griindlich befreit und nochmal 
gewaschen. Nach Entfernen des Osophagus und der gelbe 
Pylorusteile, die enzymarm sind, zerlegten wir die Magen in 
die hellrétlichen, zihen Cardiateile und die roten, weicheren 
Fundusteile und trennten die Schleimhaut von der Muskelhaut, 
die mit der &uferen, serdsen Haut verbunden blieb. Das 
Material wurde in die Form eines haltbaren, trockenen Pulver 
gebracht, indem man es zu Brei zerkleinerte und in die 
doppelte Menge Aceton einlegte, um nach 2 Stunden die schon 
erhirtete Masse nochmals in ebensoviel frisches Aceton ein- 
zutragen. Endlich wurde das mit Aceton—Athermischung ¢ge- 
waschene und getrocknete Material gemahlen. 

Die analytischen Angaben beziehen sich hauptsiichlich au 
2 Darstellungen. 

Praparat 1. 50 Magen von 2—3 Mon. alten 'Tieren lieferten 
aus den iuBeren Teilen (Muskelhaut usw.) 520g Pulver (IM, 
96g aus Cardia (IC), 308g aus Fundus (IF). 

Priparat 2. Aus 10 Magen ilterer Tiere wurden mit dem 
Messer Epithelteile abgeschabt (trocken 13 ¢, IIE); Cardiateil 
ITC) 38g, Fundus (ITF) 115g Pulver. 

Die quantitativen Versuche wurden wegen des geringel 
Enzymgehalts der meisten Praparate im allgemeinen stalagmo- 
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: p metriscl mit Tributyrin!) ausgefiithrt nach der Methode (Abh. LV, 
: 5, 22) der ausgleichenden Aktivierung mit Albumin, Calcium- 

F chlorid und Natriumoleat bei konstanter, schwach alkalischer 
Reaktion. Vergleichsweise priiften wir auch durch die Ol- 
© spaltung die lipatische Wirkung und zwar nach der iiblichen 
' |, Bestimmungsmethode (Abh. I, 8. 110), d.i. im System von 
4 Aktivatoren bei anfangs alkalischer, am Ende saurer Reaktion. 
‘ Der Vergleich der Priparate aus verschiedenen Magen- 
: D vegionen (Tab. 1) zeigt, daB der Cardiateil der Schleimhaut viel 


' yeicher an Lipase ist, als der Fundusteil, und ferner, daB auch 


‘die unter der Schleimhaut liegenden Schichten des Magens 


; Lipase enthalten. 


Tabelle 1. 


Gehalt der Magenteile an Lipase. 


























Anfangs- Abnahme in B-E 

Priparat | mg | tropfen- |— a oe haps 

zahl | 10° | 20’ | 40’ | 60’ satiate 

IM 20 133 251 5 | 75] 0,25 12,5 
IC 10 132 5,5 | 9,5 | 17,5 | 24 1,00 100 
IF 10 132 2 3,5] 6 | 8,5] 0,40 40 
ILC 5 133 7,5 | 15 23 | 26 1,60 320 
WF 10 132.5 | 2 4,5| 9 | 12 0,50 50 
IE 5 188,5 | 7 | 18,5 | 22 | 27,5 1,50 300 


Darstellung der Lipaselésungen. Die Versuche von 


; i. Volhard?) sowie von A. Fromme®) sind auber mit Magen- 
4 saft mit Ausziigen aus der frischen Magenschleimhaut angestellt. 
' Aus getrocknetem Material konnte Fromme weder mit Wasser 
noch mit Glycerin Lipase in Lésung iiberfiihren, wahrend er 


: mit verdiinntem Alkali eine wirksame Lisung erhielt. Auch 


a 





: ') Die angefiihrten Analysen sind ilter als die in der IV. Abh. 
ultgeteilten Erfahrungen iiber Tributyrin. Um die bei unreinen Tributyrin- 

: B eungen vorkommenden Fehler tunlichst auszuschalten, wird daher hier 

; die lipatische Wirkung nur aus der Abnahme der Tropfenzahl in den 

- ersten 20 Minuten berechnet. 

: *) Zs. f. klin. Medizin Bd. 42, S. 414 (1901) und Bd. 43, S. 397 (1901) 

') Hofmeisters Beitr. z. Physiol. Bd. 7, S. 51 (1905). 
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nach unseren Versuchen eignet sich sehr verdiinntes, z, 2 
‘/00 °/oiges Ammoniak gut, um die Lipase in reichlicherer Ay. 
beute aus dem getrockneten Material in Lésung zu bringe, 
aber es gelingt auch mit Glycerin und mit Wasser, wodure| 
viel weniger Fremdstoffe mitgefiihrt werden. Es geniig; 
*/, Stunden bis 1 Stunde mit Wasser auszuziehen, bei sel; 
langer Dauer sinkt die Enzymausbeute. In konzentriertey: 
Form, die man z. B. zur Olspaltung braucht, werden die |). 
paselésungen gebracht, indem man sie mit 2°/, Glycerin ve. 
setzt und im Vakuum bei 15° zur Sirupdicke eindampft. Die 
so gewonnenen Glycerinlésungen der Magenlipase sind haltha 

Beispiel. Von Praparat ITC wurden 30g mit 500 cem Wass: 
+ 3cem n-NH, 45 Minuten bei 20° digeriert. Die filtrierte Lisung en. 
hielt in 0,25 ecm 2,3 B.-E., im ganzen also (Filtration ohne Verlust . 
dacht) fast 50°/). Von der gelblichen, schwach opalescenten Lisuy 
dampften wir 300cem unter Zusatz von 5ecm Glycerin auf 25 cem ein, 
Der briunliche, schwach triibe Sirup enthielt in 0,025 cem (abgemesser 
unter Verdiinnen mit Wasser aufs Zehnfache) 2,1 B.-E. 

Verglichen mit der getrockneten Pankreasdriise ist der 
getrocknete Cardiateil nach der Wirkung auf Olivené! 100 bis 
300 mal schwicher lipatisch und durch Eindampfen gewonnete 
Glycerinlésungen aus Magenschleimhaut sind 40—600 mil 
schwicher als die in der IJ. Abh. beschriebenen Glycern. 
ausziige der Pankreaslipase. 

1,25g Priiparat von getrocknetem Magen IC bewirkten 12°, 
spaltung entspr. 0,33 L, E.; daher Lipasewert (Anzahl der L.-E. in 0,01, 
0,0027.- Der Lipasewert z. B. von Pankreasprobe III hat 0,83 betrage 
d. i. das 310 fache. 

Eingeengte Lésung der Magenlipase aus IC- 2,5 cem enthielte 
0,1535 g Trockensubstanz und bewirkten 5,6°/, Olspaltung  entspr, 
0,08 L.-E.; daher L.-W. = 0,005, wihrend fiir einen filtrierten Glycer 
auszug von Pankreasprobe III L.-W. = 1,7, fiir den geklirten Glyceri: 
auszug L,-W. = 3,2 gefunden wurde (Abh. II, S. 158). 

Eingeengte Lisung der Magenlipase aus ITC. 1,0 ecm enthiel 
0,0428 g¢ Trockensubstanz und bewirkten 8,3 °/, Spaltung entspr. 0,17 L-E. 
daher L.-W. = 0,040. 

Fir die Zeitwerte der Olspaltung und der Tributyrit- 
spaltung war beim Schweinepankreas das Verhiltnis gefunde 
worden: 


1 B.-E. = 0,0010, 0,0014, 0,0012 L.-E. 
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hei 2 Proben von Pferdepankreas aber erheblich abweichend 
: UB -E. = 0,0033 und 0,0062 L.-E. Die Lésungen der Magen- 
> lipase ergaben nun fiir das Verhaltnis der Ol- zur Tributyrin- 
4 " spaltung Werte, die in der GréBenordnung zu den bei Schweine- 


" pankreas gefundenen stimmten, naimlich 


1 B.-E. = 0,0023 und 0,0020 L.-E. 
II. Abhangigkeit von der Wasserstoffzahl. 


Unsere Praiparate von Magenlipase des Schweines zeigen 
nach den in der T'abelle 2 mitgeteilten Versuchen wider Er- 


Tabelle 2. 


Wirkung roher Magenlipase bei verschiedenem p,, . 


Phosphatpuffer: p,, = 8,4: 3,6 com Na,HPO,m/3. 
P,, = 6,5:1,4 cem Na,HPO,m/3. 
2,9 eem KH,PO,m/3. 
P,, = 4:7: 3,6 com KH,PO,m/3. 
Ammoniakpufier: p,, = 8,6: 1,78 cem NH,C1 2,5 n. 
0,22 eem NH, 2,5 n. 
4,7: 1ceem Natr. acetat 0,5 n. 
1eem Essigs. 0,5 n. 
Volumen = 60 ccm. 


Acetatpuffer: Py = 








_ An- Abnahme in 
| |  Priparat Puffer | p,, | fangs- she 
i zahl 


1}0,30ecemGlye.-} Phosphat | 8,4 } 1382 | 4,5 | 9,5) 18 | 25 
Extr. IE M | | 


desgl. . 6,5|131 }25/ 5 9 {12 
desl. 4,7] 182 11,5] 38 | 5,5] 8 
2| 10mg Prip.1IC] Ammoniak} 8,6]130 |4 | 7 | 18 17 
desgl. Acetat | 4,7] 130 | 2,5) 4 7,5 | 10 
3|0,30eem Glyc.-| Ammoniak | 8,6 1134 | 6,5 10 16 | 22 


Ausz. 1C 
desgl. Acetat | 4,7 | 132 


Ausz. IF 
desgi. Acetat 4,7 | 132.5] 1 1,5 | 





Ausz. ITC 
desgl. Acetat | 4.7]133,5]5 | 8,5 18,5 17 

















| Wirkungs- 


1 | § 
!/1,00cemGlyc.-| Ammoniak | 8,6 | 182,5] 5,5 | 9,5/15 18,5 


| 0,20eem Glye.-| Ammoniak | 8,6 | 135 9g 13,5 | 20 = 





ne 
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versch. pr. 
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warten eine viel giinstigere Wirksamkeit im alkalischen Gebhje; 
als im neutralen und die geringste Wirkung bei schwach 
saurer Reaktion. Das Verhiltnis der lipatischen Spaltungey, 
d. h. das Verhaltnis der fiir gleiche Abnahmen der Tropfenzah| 
erforderlichen Zeiten, ist bei den verschiedenen rohen Priipa. 
raten und Lésungen der Magenlipase betrachtlich schwankend 
es bewegt sich nimlich zwischen etwa 2 und 8. Natiirlich is 
diese Abhangigkeit ohne diejenigen Zusiitze gepriift, die zy 
ausgleichenden Aktivierung eingefiihrt sind, also nur unter 
Zusatz des Puffers. 

Diese Differenzen in der p,-Abhingigkeitskurve zwischey 
den verschiedenen Lipasepriparaten sind durch Begleitstofe 
des Enzyms hervorgerufen. Wir finden bei Pankreaslipase, 
deren rohe Lésungen schon einen bedeutend reineren Zustand 
darstellen, die Wirkung in gleichem Sinne vom py abhiingig, 
aber etwa 20 mal stirker bei py = 8,6 als bei py = 4,7. Wem 
wir nun zum Versuchsansatze Albumin (2,5mg EKieralbumin 
zufiigen, so wird dadurch, wie aus Tabelle 3 ersichtlich, be: 
alkalischer Reaktion starke Hemmung bewirkt und das 
Wirkungsverhaltnis zwischen p;; = 8,6 und 4,7 auf etwa 65 
reduziert. Das Verhiltnis der Wirkung bei alkalischer und 
saurer Reaktion ist also abhingig vom Reinheitsgrad. 


Tabelle 3. 
Einflub von Albuminzusatz auf die p,,-Abhingigkeit der Pankreaslipas. 
Puffer p,, = 8,6: 1,78 eem NH,Cl, 2,5 n. + 0,22 com NH,, 2.5 n. 
Puffer py, = 4,7: 1 cem Essigsiure 0,5 n. + 1 eem Nat.-acetat, 0.51 


Volumen = 60 cem. 




















a mee : 
Glyo.-eneeg An- Abnahme in ga3. 
von Prip, I | “" | Pa = paca vamadaaiae ta [#3 2 
10° | 20° 40° | 60° JS e-s2 

oe OS = 

ohne Zusatz | 0,010} 8,6 | 123,5 | 10 | 16,5 | 265 , 29 - 

dgl. 0,100 | 4,7 | 124 5 | 85 | 17 | 25 
mit 2,5mg Alb.] 0,010 | 8,6 | 123 25) 5 10 | 14,5 a 
dgl. 0,100 | 4,7 | 123 45| 8 | 15 | 2 


Diese Abhangigkeit bestitigte sich bei der Magenlipase, 
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vals wir sie durch Adsorption mit Tonerde und Flution mit 
‘alkalischem Phosphat und durch Wiederholung dieses Ver- 
‘fabrens reinigten. Die Priifung bei verschiedenen Wasserstoff- 


zahlen ergab nimlich danach auch hier (Tab. 4) etwa 20 mal 
stirkere Wirkung in schwach alkalischem Medium als in 


‘schwach saurem. Bei der Reinigung nach dem Adsorptions- 
yerfahren sind KiweiBkérper, aber solche wohl nicht allein, 
F abgetrennt worden. Die Ausbeute bei dieser Reinigung betrug, 
'wie schon in der IV. Abhandlung mitgeteilt (S. 14), trotz der 
‘unvermeidlichen bedeutenden Verluste scheinbar ungefihr 
/200°/, der angewandten Lipase bei der Bestimmung ohne aus- 
‘gleichende Zusitze. Solche Beobachtungen, wonach die lipa- 
‘tische Wirkung von den Begleitstoffen wesentlich abhingt, 
‘haben dazu gefiihrt, fiir die Bestimmungen ein von zufalligen 


Beimischungen unabhiingiges System durch ausgleichende Akti- 


vierung zu schaffen. 


Tabelle 4. 
Wirkung gereinigter Magenlipase bei verschiedenem p,,. 
Puffer fiir py = 8,6 u. 4,7 wie bei Tab. 3. 
Puffer fiir p,;; = 5,6: 1,78 eem Natr.-acetat + 0,22 cem Essigsiure, 0,5 n. 


Volumen = 60 eem, 




















2s Anfangs- Abnahme in Wirkungs- 
= = PH hi -_| verhilt. bei 
23 _— 10’ | 20’ | 40’ 60’ versch. py 
10 | 8,6 133,5 11 | 18 25 — 
) 20 
10 | 4,7 134 0 1,5 3,5 5 
0,5 8,6 134 T 12 19 23 
, ' (8,6 u. 4,7): 
05 | 5,6 134 15 | 2 R 5 : 
- , , 6,9 
0,5 4,7 133,5 0,5 1,5 2 2,5 














Die bei roher Magenlipase des Schweines beobachteten 


“Schwankungen des Wirkungsverhiltnisses in alkalischem und 
| saurem (Jebiete und das abweichende Verhiiltnis bei reineren 
| Priparaten werden also durch die Annahme erklirt, daB die 
Reinigung nach der Adsorptionsmethode einen Stoff oder Stoffe 
Fabtrennt, die bei alkalischer Reaktion hemmen, sei es nun, 
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daB sie zugleich die Kigenschaft haben. sauer zu aktiviere, 
oder nicht. 


III. Aktivierung durch glykocholsaures Natrium. 


Aus dem Cardiateil des Schweinemagens mit sehr ver- 
diinntem Ammoniak bereitete Lipaselésungen zeigen kein gleich- 
maBiges Verhalten auf Zusatz von gallensaurem Salz. Hinige 
solche Magenextrakte lieBen sich von glykocholsaurem Natrium 
nicht aktivieren, andere anscheinend genau ebenso bereitete 
Lipaselésungen wurden durch das Glykocholat um 100—200°), 
aktiviert. Dieses ungleiche Verhalten kann auf der Gegenwart 
eines gallenartig wirkenden Aktivators beruhen, dessen Einflui 
keine weitere Steigerung durch Gallenzusatz mehr zulaBt, oder 
aber auf der Anwesenheit eines Hemmungskérpers, welcher 
der Gallenaktivierung entgegenwirkt. Die Versuche der Tab. 5 
schlieBen nun letztere Méglichkeit aus; sie zeigen niamlich, 
daB die nicht aktivierbaren Lipaselésungen aus Priparat I( 
stirkere Wirkung besitzen als die aus gleichen Mengen der 
Magensubstanz gewonnenen Ausziige, die sich von Glykocholat 
aktivieren lassen. 


Tabelle 5. 


UngleichmiBiges Verhalten der Lipaselésungen aus IC gegen 
Glykocholat. 
2 cem filtr. Lipaselésungen im Vol. 60 ccm. py, = 8,6. 














Glvykochol- : Akti- 
™ saures | Anfangs- Abnahme in ae 
me Natrium aa amy | eftekt 

mg zahl 20’ | 40’ 60’ %, 

1 — 132 45 | 8 10,5 i 
10 137 9,5 14 18 

9 - 132 4 7 9 900 
10 137 7,5 12 14,5 

3 _ 131 5,5 9,5 12 190 
10 136 12 17 21 

4 cia 132 +] 15 18 0 
10 137 9 14,5 18 

) — 131 9,5 15 18 — 

6 _ 181 9 14,5 17,5 = 
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Die Lipase ist demnach schon aktiviert, wenn sie als 
nicht aktivierbar erscheint. Die Unterschiede werden darauf 
peruhen, daB ein gallenihnlich wirkender Begleitstoff in ge- 
ringerer oder gréfSerer Menge in die Ausziige iibergegangen 
ist. Mit dieser Erklirung steht in gutem Kinklang, daB es 
mittels der Adsorptionsmethode gelungen ist, solche Lésungen 
der Magenlipase, die unmittelbar vom Glykocholat nicht oder 
kaum zu beeinflussen waren, derart zu reinigen, da ihre 
Wirkung bei Zusatz von glykocholsaurem Natrium aufs doppelte 
anstieg. 

Beispiel: EKingedampfte Liésung aus Praparat IF in Glycerin; 
Bestimmmung mit 0,4 ccm bei py, = 8,6. 

1. Bestimmung ohne Zusatz. 

Anfangszahl 131,5; Abnahme in 20’ 3,5, 40’ 7, 60’ 10. 

2. Mit 10 mg Natriumglykocholat. 

Anfangszahl 137; Abnahme in 20° 4, 40’ 7,5, 60’ 10. 


Nach Adsorption mit Tonerde B und Elution mit glycerinhaltigem 
ammoniakalischem Phosphat. 

3. Mit 1 cem Elution ohne Zusatz. 

Anfangszahl 134,5; Abnahme in 20’ 1,5, 40’ 3, 60’ 4.5. 

4, Ebenso, aber mit 10 g Glykocholat. 

Anfangszahl 140; Abnahme in 20’ 3,5, 40’ 7, 60’ 9. 

Bei einer anderen durch Eindampfen im Vakuum mit 
Glycerinzusatz in gréBerem MaBstab gewonnenen rohen Glycerin- 
lisung der Magenlipase war anfangs auch keine Wirkung von 
Gallenzusatz zu bemerken. Nach lingerem Stehen im Kis- 
schrank, wobei solche Glycerinlésungen eine Triibung abzu- 
scheiden pflegen, und zwar nach 4 Tagen, war die enzymatische 
Wirksamkeit der Glycerinlésung stark vermindert, aber nun 
erwies sie sich als aktivierbar durch Glykocholat und zwar 
zu dem Betrage ihrer urspriinglichen Wirkung (Tab. 6). Der 
gallenithnliche Begleitstoff kénnte also unwirksam geworden 
sein oder, wahrscheinlicher, er ist im Niederschlage aus- 
geschieden worden. 

AuBer den verzeichneten Aktivierungseffekten von meistens 
100—200°/, wurden auch weit bedeutendere Ausschlige ge- 
messen. Kine durch Kinengen des wiBrigen Auszugs von 
Praparat ILC gewonnene, 18 Tage alte Glycerinlésung (die- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXIII. 17 
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Tabelle 6. 
Wechselnde Aktivierbarkeit durch Glykocholat. 





| 


ne 
. . > © ° 
Glycerin- oh Abnahme in — 
vi & § | Anfangs- ga 
lésung der ool a ok 
a zahl i 
Lipase NO - 
20’ 40’ 60! 
my | | 
sofort bestimmt 0 131 10,5 15 17 
dgl. 30 142 8 13 15 T 
nach 4 Tagen 0 132 (132)] 5 (6) 8 (8,5) 11 (11) 
del. 5 135 10,5 16 18 160 
del. 80 144 9,5 14.5 L6 100 














selbe, die das abweichende Wirkungsverhiltnis 2 bei ver- 
schiedenem py aufwies), war durch Glykocholat in ungewohn- 
lichem MaBe aktivierbar, sie ergab nimlich eine Steigerung 
um ungefahr 650 °/,. 
1. WiBrige Lipaselésung 0,25 cem ohne Zusatz, 
Anfangszahl 128; Abnahme in 10’ 1, 20’ 2.5, 40’ 4,5, 60’ 6,5. 
2. Ebenso mit 5 mg Natriumglykocholat. 
Anfangszahl 131; Abnahme in 10’ 8, 20’ 14, 40’ 19, 60’ —. 


3. Glycerinextrakt, 0,100 cem, ohne Zusatz. 

Anfangszahl 130,5; Abnahme in 10’ 4,5, 20’ 8, 40’ 13, 60’ 16. 
4, Derselbe mit 5 mg Natriumglykocholat. 

Anfangszahl 134; Abnahme in 10’ 17, 20’ 21,5 40° —, 60’ 


Auch nach der Reinigung dieses Priparates durch Ton- 
erdeadsorption fanden wir bei der Elution wieder den Akti- 
vierungsefiekt von 650 °/,. 

Diese Erscheinung ist noch nicht eindeutig zu erklaren 
Ks kann sein, dab eine Kombinationswirkung des Glykocholats 
mit einem anderen Aktivator eingetreten ist, oder daB eine 
Hemmung aufgehoben wurde. LEinfacher wiire es indessen 
anzunehmen, daf die fiir die letzten Versuche angewandte 
Lipaselésung besonders arm an Aktivatoren war. Es ist aber 
zu beriicksichtigen, daB sich die viel reineren Glycerinlésungen 
der Pankreaslipase (aus Pankreaspriparat I) durch Glykocholat 
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auch nur um 200°/,, auf Zusatz von Albumin nur noch um 
10 °/, aktivieren lieBen (Abh. IV, S. 17). 


Wichtiger als der KinfluB von Galle oder glykocholsaurem 
Silze ist fiir die Untersuchung der Lipase ihre Aktivierbarkeit 


>» | durch Olsaures Salz. Ein Zusatz von glykocholsaurem Natrium 
| tt ; ec . ° ° 
‘© (— war ja fir den Zweck der ausgleichenden Aktivierung nicht 

» seeignet, da er neben Proteinen seine aktivierende Wirkung 


nicht geniigend durchsetzte (Abh. IV, S. 17), Natriumoleat 
dagegen war imstande, die Hemmung durch EiweiB auizuheben 
und in der Kombination mit Albumin sogar lipatische Wir- 
kungen herbeizufiihren, welche iiber die allein mit Seifenzusatz 
erzielten hinausgingen, 

Alle untersuchten Priparate der Magenlipase, auch die 
gegen Glykocholat indifferenten wibrigen und Glycerinlésungen 




















er. [e erluhren Aktivierung durch Natriumoleat (siehe Tab. 7) und 
in. | zwar immer in héherem Mafe als durch gallensaures Salz. Es 
ne [Ee zeigt sich auch hier, daB Glykocholat und Oleat im Zusammen- 4 
| wirken mit vorhandenen Fremdkérpern nicht gleichwertig sind. 
Tabelle 7. | 
Aktivierung der Magenlipase durch Natriumoleat. 
BS An- Abnahme in e = 
‘i = %, ~~ 2 
Priparat Sp £ fangs- = 2 
N Z zah| ; = 4 
20’ | 40 60 
me | dP 
B | | | 
on- : : = : 4 
0cem Glyce.-Lés. LE 0 131,5 3,5 i 10 ; 
.tl- ‘ 
dgl. 5,0 | 145 9 | 15 | 19 200 
).10cem Glye-Lés. IC | 0 132 6 85 |} 11 ; 
ren : 
; ” del. 2,5 135 13,5 18,5 | 22 300 
as : ‘ ae ee 
fF 9.25 cem wibr. Extr. IC] 0 128 2,5 4,5 | 6,5 
ine ; | 
dgl. 2,5 | 183,5 | 24 28 30 1800 
en 
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Garungs-Co-Enzym (Co-Zymase) der Hefe. II. 
Von 
H. vy. Euler und Karl Myrbiick. 


Mit 7 Figuren im Text, 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. November 1923). 


Nachdem in der vorhergehenden Mitteilung’) das Optimum 
der Girwirkung der Trockenhefe festgestellt worden war, sollten 
zunichst die in der Hefe vorkommenden Aktivatoren hinsicht- 
lich ihrer Wirksamkeit verglichen werden. 

Die garungsbeschleunigende Rolle der Co-Zymase war in- 
sofern noch einer weiteren Aufklarung bediirftig, als die Co- 
Zymase von den iibrigen Aktivatoren noch nicht geniigend 
scharf abgegrenzt werden konnte. Die Kigenart der Co-Zymase 
ging zwar insofern aus den Angaben der Entdecker Harden 
und Young hervor, als ohne diesen Stoff eine Girung iiber- 
haupt nicht stattfindet, wahrend zahlreiche andere Aktivatoren 
den Giarungsverlauf einfach beschleunigen. Nachdem aber in 
neuester Zeit die wasserléslichen Vitamine nach Abderhalden, 
Frinkel, Williams, Bachmann u.a. vielfach durch Hefe- 
girung untersucht worden sind, war die Méglichkeit gegeben, 
daB sich unter denselben auch Co-Zymase-artige Stoffe befinden. 
Mit einer derartigen Méglichkeit war um so eher zu rechnen. 


als einerseits Meyerhof?) in seinen grundlegenden Unter- 


suchungen eine Co-Zymase auch in den Muskeln aufgefunden 


hatte, und weil aus Hefe wie aus Muskeln sowohl wasser- 





') Euler u. Myrbiack, Diese Zs. Bd. 131, S. 179 (19283). 
*) Meyerhof, Diese Zs. Bd. 101, S. 165 (1918); Bd. 102, S. 1 (1918). 
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ljsliches B-Vitamin als ein wasserléslicher Zuwachsfaktor D 
‘,D) gewonnen worden sind. 

Auch wiesen die Eigenschaften des Co-Enzyms und der 
wasserloslichen Vitamine, soweit sie bis jetzt bekannt sind, 
zablreiche Ahnlichkeiten auf: die Co-Zymase ist diffusibel, das 
geiche gilt nach Funk und nach Drummond’) fir den 
Wachstumsférderer D. Die Thermostabilitiit ist zwar nicht 
‘ibereinstimmend, aber die Temperaturen der halben Inakti- 
vierung in einer gewissen Zeit liegen bei iibereinstimmenden 
juBeren Bedingungen (Aciditit usw.) innerhalb einer iiberein- 
stimmenden, nicht sehr breiten Zone. Die Léslichkeitsverhalt- 
nisse und die Fiallungsreaktionen zeigen bemerkenswerte Ana- 
logien. SchlieBlich legt die von mehreren Forschern (Abder- 
halden, Hess) geiuBerte Auffassung, daf® wasserlésliche, nicht 
niher definierte Vitamine die Atmungsgeschwindigkeit héherer 
Tiere beeinflussen, die (hier nicht bestiatigte) Vermutung nahe, 
dai der D-Faktor, abnlich wie die Co-Zymase, den Aktivator 
des enzymatischen Zuckerabbaues bildet. 

Durch die hier mitzuteilenden Versuche ist zunaichst unsere 
Kenntnis der Kinetik der Garung durch Trockenhefe, be- 
sonders in Hinsicht auf ihre Abhingigkeit von der Co-Zymase 
und vom Zymophosphat in einigen Punkten erginzt worden. 


I. Methodik. 

Da die Darstellung wirksamer Co-Enzympraparate mit 
Schwierigkeiten verkniipft ist, und da diese Schwierigkeiten 
sich bei Versuchen mit Priparaten hoéherer Reinheitsgrade 
noch steigern, hat es sich notwendig erwiesen, eine Methode 
auszuarbeiten, mit welcher sich auch sehr kleine Mengen Co- 
Zymase bestimmen lassen, bei welcher also sehr kleine Volu- 
mina CO, mit geniigender Genauigkeit gemessen werden kénnen. 
Mit einer verbesserten Apparatur haben wir unter Anwendung 
‘on 2,0 cem-Lésung und 0,1 g Trockenhefe eine Genauigkeit 
erreicht, welche nicht geringer ist als die friiher unter Ver- 
wendung von 20 ccm Totalvolum erzielte. 


‘) Drummond, Biochem. J]. Bd. 11, S. 255 (1917). 
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Tabellll 
Zeit in Stun 
Volumen : : ‘neea Geeoeee 
gts (25 | (35 (43 | 050 1° 1% 908 | 220 950 
| | pd 
= = 
20 cem | 4,5 | 11,0) 20,0 | 26,0 | 30,5 40,0 | 50,0 | 76,0 | 85,0 990 1 
5 0,8] 2,0) 3,7] 52! 65 | 8,7) 11,2 | 19,0 | 20,6 239 
2, | 05) 12) 21!) 28] 33) 43] 54] 84] 9,0 100 
Als GiarungsgefiBe verwenden wir kurze Reagenzgliser 
von etwa 20 ccm Inhalt. Die Kohlensiure wird in sehr 











schmalen, feingradierten Quecksilber-Gasbiretten gesammelt. 
Die Garungsréhren sind ganz in einen Wasserthermostaten 
eingesenkt, der bei elektrischer Heizung auf 30° + 0,2° gehalten, 
und wahrend der ganzen Girung maschinell geschiittelt wird. 

Als Beispiel fiir die Anwendbarkeit der Methode fihren 
wir folgende Serie (Tabelle 1 und Fig. 1) an. 
ist in folgendem Verhiltnis zusammengestellt: 


ecm CO, bet 20 com Lis. 


1 g Trockenhefe, 
1 g Glucose, 


0,1 g Natriumzymophosphat 





Die Mischung 


20 cem, enthaltend 2,5°/, K-Na-Phosphat, p,, = 6,3; 
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ube] 
Stun; Minuten ; | ee 
. oe ae Oe ee ee | ee ae ee 
mee 5 16,5 121,5 | 138,5 147,0 155,5 159,5 | 163,5) 202555 — — — i 
> Bp 279 28,9] 31,7 35,4) 36,7) 37,7) 38,5) 46,5/ 47,0 47,6 | 48,0 4 
9 Wy 1835) 11,7) 12,7) 14,4] 14,9] 15,3) 15,6) 20,0) 20,5 | 21,8 | 21,5 
Aus der Tabelle 1 und der Fig. 1 wird ersichtlich, daB 
die Girungsgeschwindigkeit auch mit nur 2 ccm der girenden i 
Fliissigkeit sehr exakt bestimmt werden kann. Dadurch wird 
) | erreicht, daB man nur sehr kleine Mengen Co-Zymase, z. B. 
0,01 g des gewohnlichen alkohol-gefillten Priparates zu jedem 
Versuch braucht. 
&§£ Auch die folgende Versuchsreihe zeigt deutlich die Ge- 
| nauigkeit der Messungen. 
Tabelle 2. | 
0,1 g Trockenhefe. — Volumen 2 ccm. ' 
a | 
Stunden 
Nr. Zusatz | seen % 
0% | Of | 115 | 20 | 315 | gto | goo | gto | gm 
; |Ohne Zusatz . .] 0,1 02 0,38 04 | 1,6 21 | 2,8 | 3,4 | 3,8 
9 |l eem Extr. aus) . Eb | oa ion 
Malzkeimlingen J 0,1 | 9,1 0,2 | 2,0 | 5,1 | 6 | 6,1 | 6.6 | 6.9 
3 }1'Tropfen Toluol] 0.0 — 00 — | 0,0 | —}0,0; — | 0.0 
4125°/, Glycerin .| 0,0 0,0 0,4 | 3,0 | 6,2 | 6,7 | 7,3 | 7,8 | 8.3 
5 [25%, Alkohol ..] 0,0, — 00! —| 00 | as | Cl nt 








Die Versuchsreihe zeigt auBberdem folgendes: 

1, In Versuch 1 und 2 fangt die Garung erst nach einer 
gewissen Zeit (bei den gewahlten Konzentrationen nach 2 Stunden) 
an. Wie durch spitere Versuche bewiesen wird, beruht dies 
uicht etwa auf der Absorption der Kohlensiure in der Lésung 
oder derartigen sekundiren Kinwirkungen; vielmehr kann dieser 
Garungsverzug durch Zusatz von Fructose-Diphosphat auf- 
gehoben werden. 
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2. Ein Extrakt von Malzkeimlingen vergréBert die Garungs- 
geschwindigkeit nicht. 
3. Toluol hemmt die Girung stark. 


4, Zusatz von 25°/, Glycerin hat auf die Girungsgeschwin- 
digkeit kleine Kinwirkung, wahrend Zusatz von 25°/, Alkohol 
die Girung hemmt. 

Beim Auswaschen der Hefe wurde wie friher!) ver- 
fahren, abgesehen davon, dab hier nur '/,, der friiheren 
Hefemenge zur Verwendung kam. In diesem Zusammen- 
hang sei noch erwdhnt, daB viele Versuche angestellt 
wurden, um unsere Unterhefe H nach dem Auswaschen in 
Form eines Trockenpraparats darzustellen. Sowohl Abpressen 
wie Lufttrocknen und Trocknung mit Alkohol und Ather haben 
stets zu inaktiven Priparaten gefiihrt. Ein neuer Versuch, 
bei welchem die ausgewaschene Hefe in einer groBen Menge 
Alkohol, versetzt mit 1/, Volumen Ather, verrithrt und dann 
gleich abfiltriert und getrocknet wurde, lieferte ebenfalls ein 
sehr schlechtes Priparat, obwohl die ganze Operation nicht 
mehr als 3 Minuten erforderte. Es scheint demnach, daf 
gerade diese Hefe zur Herstellung ausgewaschener Trocken- 
praparate besonders unbrauchbar ist. 


II. Einflu8 des Zymophosphats auf die Trockenhefegarung. 


Bei der Garung mit Trockenheie ist oft beobachtet worden, 
daB die normale Geschwindigkeit der CO,-Entwicklung erst 
nach einer gewissen Zeit einsetzt, ein Effekt, welcher schon 
von Harden und Young?) beschrieben wurde. 

DaB diese Erscheinung nicht auf der Absorption der 
Kohlensiiure durch die Lésung beruht, zeigt folgende Versuchs- 
reihe, in welcher jeder Kolben 1 g Trockenhefe, 1 g Glucose. 
2,5°/, Phosphat mit der urspriinglichen Aciditaét py = 6,7 ent- 
hielt. Einer der Kolben (2) wurde vor Beginn des Versuchs mit 
CO, gesattigt. 


‘') Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 131, 8. 179 (19283). 
*) Vgl. Harden, Alcoholic Fermentation, 3.edition, 1928. 8. 39. 
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Tabelle 3. 











ecm CO,. 
Stunden 
Nr. ) 
(15 085 190 1° 115 12° | 145 210 
| { 
1 » 1 1,0) 1,5 | 7,0] 18,5) 36,0 | 57,0 | 82,5 
| | } 7 | 
2110] 15 | 2,0] 5,0 | 17,5] 34,0] 54,0] 80,0 


Versuchsreihe 4. Girung mit und ohne Na-Zymo- 





phosphat. 
: STE on 
Zusammen- ecm CO, in Stunden 
s.| setzung der ‘ | , 
Lésung Ol | O2 | gt | 149 | 51 54 | G8 | 715 | 750 | Qg00 | 9730 
ig Glucose, 1g 
Hefe, 0,5 g | | | 
Zymophosphat | 0,5 9 4,5 14,0 35,0 112,06 124,5| 134,0) 137,0) 140,0| 178,0, 193,0 
ig Glucose, 1g | 
Hefe. . - .{ 0,0 0,0 6,0. 15,0 113,0 125,0) 140,0/ 148,0  152,0/193,6 200,0 
Siig Hefe, 0,5 g 
Zymophosphat | 0,0 0,5 1,5 | 4,0; 14,5| 17,5; 21,5] 26,0) 29,0) 39,6: 43,0 
ig Hefe(Selbst- 
girung). . .f 1,0 1,0 2,0 | 2,0 3,0! 3,5! 4,5! 6,0! 7,0 11,5 15,0 








Ks ergibt sich, dafB in Anwesenheit des Zymophosphats 
die Girung unmittelbar einsetzt; die Zeit, welche — ohne zu- 
gesetztes Zymophosphat — verflieBt, bevor die Giarung be- 
ginnt, ist also dadurch bedingt, daB die Hefe eine geringere 
Menge Zymophosphat enthalt als die zum Beginn der Girung 
notwendige: die Hefe bildet die erforderliche Menge Zymo- 
phosphat in der Zeit, welche bis zur Entwicklung der Kohlen- 
siure verflieBt. 

Bekanntlich verdankt man Meyerhof?) gerade iiber diesen 
Punkt sehr bemerkenswerte Versuche. 

Der Vergleich der Versuche 1 und 3 zeigt, daB die Ver- 


') Meyerhof, Diese Zs. Bd. 102, S. 3 (1918). 
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garung des Zymophosphates selbst nicht die Ursache der 
Kohlensiureentwicklung sein kann, ebensowenig wie die Selbst- 
girung, welche eventuell durch das Zymophosphat aktiviert 
werden kénnte. 


Versuchsreihe 5. Wechselnde Zymophosphatmengey, 


Da die in der vorhergehenden Versuchsreihe angewandte 
Zymophosphatmenge vermutlich unnétig groB war, wurden dic 
folgenden Versuche mit kleineren Mengen angestellt. 














1g Hefe; 1g Glu- Stunden 
cose zugesetzt 

¢ Zyimophosphat ae i 2" 
0 0,0 0,0) 4,0 | 50,0 
0,005 0,2 3,0 | 31,0 | 72,0 
0,010 1,0 16,0 | 45,0 | 85,0 
0,100 8,5 | 25,0 | 58,0 | 92,0 
0,500 20 14,0 | 30,0 65,0 
1,000 1,0 7,0 | 188 39,0 
(ne ee ee eee 
vr een ee eS SI SL footy 
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Durch Zusatz von kleinen Mengen Zymophosphat kann 
man also den Beginn der Girung mehr und mehr gegen die 
Zeit 0 verschieben, ohne daB die Girungsgeschwindigkeit 
com CO,/Min.) geindert wird; vgl. hierzu die Kurven 0,1 g—Og. 
Bei Zusatz von 0,1g Zymophosphat auf 1g Trockenhefe setzt 
jie Girung sofort ein; wird der Zymophosphatzusatz noch 
weiter gesteigert, so setzt die Garung immer noch sofort ein, 
aber die Geschwindigkeit ist geringer (siehe Kurven 0,5 g und 1,0 g’. 


Versuchsreihe 6. Vergleich zwischen Glucose und 
Fructose. 

Da nach friiheren Resultaten Hardens und seiner Mit- 
arbeiter!) die Méglichkeit bestand, daB Fructose bei den hier 
angestellten Versuchen ein von der Glucose abweichendes Ver- 
halten zeigt, wurde folgende Versuchsreihe ausgefiihrt, welche 
wir durch die Tabelle 6 und graphisch wiedergeben. Man 
sieht aus der Figur 3 unmittelbar, daB zwischen den Giarungen 
mit Glucose und Fructose ein wesentlicher Unterschied nicht 
besteht.”) Jedenfalls zeigt sich, daB Verzégerung der Angarung 
ohne (Zusatz) mit Fructose ebensowohl eintritt als mit Glucose. 
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Fig. 3. 


) Harden u. Young, Proc. Chem. Soc. Bd. 24, S. 115 (1908). — 
Harden u. Henley, Biochem. Jl. Bd, 15, S. 175 (1921). 

*) Bei Anwendung gréBerer Mengen Zymophosphat diirften Unter- 
schiede hervortreten. 
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ag oo OC ee . ee —_— eo we ae « a a ve ae -—- =—S= RB & Ss w= BF 2 S & sz 
FF DE ANN MRM HEDHA ASAABS aa 88846 82 8 aes 
ae ——— , Siuaa Cae - —e ie Ausiitze zu 0,1 g Hefe; 0,1 g Hexose. 
Nr. _ : Volumen 2 cem. 
20 3¢ 5! oc 5 2 5 > s 970 15 3 55 | 15 P 385 a 55 2 : ; 
ih nll el ans as Sag lee \ Ss alia a Salil fis | 3 | 4 ‘ f Nr. 1 Fructose ohne Zusatz. 
| | aie é 3. “oe i: oe s mit 0,01 g Zymophosphat. 
9 ‘ 510,5 (0,612.8) ¥/ | 6,9} 7,6) 8,2 ‘ 
1 j0,2| hase big »2 0,2 0,2 |9; sie 40,5 oslo ; 0,6 494 4,0 ms 10, sli1.al1 he * ,, 8 Glueose ohne Zusatz. 
> kagee 18, 3,8 on 416,87 | id bag ne vigil sas | ee - a 4 “s mit 0,01 g Zymophosphat. 
3 10,1 0,2; 0,2 | 0,2 0,2/0,3/0,4/0,5 5!0,5/0,6 fag 2,4 3,5) 9,6) 5,6 a8 7,5 
4 10,3 1,21 1,9/2,9. 3,5/4,5 5 5,216,116 6,8)7,25/8,0)9,5) 10,2) 10,7/11,2)11,6) 11,9) 19,5 
Tabelle 7. 
Stunden 
Nr. Zusiitze a | , 
()30 | 1°° | 1°° | 9.00 | 930 300 315 337 4°0 4's 420 539 Gt 80° | gto 
| | | | LL aoe Seren 
| 
1 ohne Zusatz ...... 0,0 | 0.0 0,0) 0,0 0,0 0,0 0,0; 0,0) 0,0 0,0. 0,0 0,0 1,1 | 0 8,5 
2 bien. 0,0; 0,0, 0,0; 0,0; 0,0; 8,0; 7,21 14,5 | 24,0; 29,8 | 35,8; 51,0| 60,5; 72,5 76,5 
10 eem Co-Zy- | 
3 mase-Lisung { +” lg Zymo- | | . : 
phosphat. . 13,0 | 28,0 42,0 54,0 64,5 72,5 76,0 81,5 86,0 89,0, 91,5 100,5 106,5/116,5 122 
4 10 cem Co-Zy-)- + + + : 0,0 | 00 — 0,0; — — ---- 0,0. - 00, 1,2 3,0 
mase-Lisung, | 
behandelt1 Std. | 
mit 1 n-HCl, 
5 | dann neutrali-| +0,ig Zymo- | 
siert phosphat. .] 3,0/ 11,5 16,0 20,0 | 24,0 26,8 28,3 / 29,7 30,5 31,5 32,5 35,1 36,5] 88,7 39,0 
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Versuchsreihe 7. Ausgewaschene Hefe. 


Bei Girungen mit kleinen Hefemengen, besonders unter 
Verwendung ausgewaschener Hefe oder iiberhaupt in Fillen 
geringer Garungsgeschwindigkeit, kann es eintreten, daB die 
Verzégerung der Garung so grob wird, da man falls man 
nicht lange genug wartet, den SchluB zieht, daB keine Co- 
Zvmase vorhanden ist. Kin solcher Fall (also ohne Zusatz von 
Zymophosphat) wird durch die Tabelle 7 veranschaulicht. 

Man sieht, daBb die Co-Zymaselésung, welche mit HCl in 
Beriihrung war, ohne weiteren Co-Zymasezusatz die aus- 
gewaschene Hefe nicht aktiviert (Versuch 4). Hieraus kénnte 
man leicht den SchluB ziehen, daB die Co-Zymase von der 
Salzsiiure vollstiindig zerstért worden ist. Daf ein solcher 
Schlu8 aber durchaus fehlerhaft wire, zeigt die Girung Nr. 5. 

Kin Zusatz von Zymophosphat zur Girung ist somit zur 
Bestimmung der Co-Zymasemenge durchaus notwendig. Bei 
der Girung mit 0,1g Trockenhefe und 0,1 g Zucker (die in 
der Regel angewandte Menge) in 2 ccm Totalvolumen ist 0,01 g 
Natrium—Zymophosphat eine geeignete Menge. Dieses Resultat 
steht durchaus in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen 
Meyerhofs. 


III. Uber Garungsbeschleuniger.*) 


Seitdem fiir die Garungen mit Trockenhefe das py -Opti- 
mum zu 6,4 festgestellt worden ist, ist es notwendig geworden, 
eine Reihe altere Versuche iiber sogen. Girungsbeschleunigungen 
nachzupriifen, welche mit Phosphatpuffern von etwa py = 5 
angestellt worden waren, ohne Beriicksichtigung einer even- 
iuellen Verschiebung dieser Aciditit durch die Zusatzstoffe. 
Diese Beriicksichtigung wurde friher, wo man annehmen 
konnte, bei py = 5 in der Mitte des Optimums zu arbeiten, als 
unnétig erachtet. Bei solchen Versuchen ergaben sich Akti- 


') Stoffe, welche die Girungsgeschwindigkeit erhéhen, ohne zum 
Kintritt der Girung tiberhaupt notwendig zu sein, sind ihrer Rolle nach 
von der Co-Zymase offenbar wesentlich verschieden; wir nennen sie 
Girungsbeschleuniger (Acceleratoren). 
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1 


vierungen bis zu 300°/,'), welche als Wirkungen spezieller Akti- 
vatoren betrachtet wurden. 

Durch zahlreiche Versuche’) ist festgestellt worden, dag 
sogen. 5-Vitaminlésungen ausgewaschene Hefe nicht aktivieren, 
daB mit anderen Worten Co-Zymase notwendig ist, damit iiber- 
haupt eine Girung eintritt. Dieses Resultat ist durch 
unsere neuen Versuche vollstandig bestaitigt worden, 
(DaB der Kochsaft von tierischen Muskeln an sich aktiviert, 
beruht, wie schon Meyerhof richtig angab, auf dem Gehalt de: 
Muskeln an Co-Enzym, welches mit demjenigen der Hefe ver- 
mutlich identisch ist, worauf wir unten wieder zuriickkommen, 


Blut. 

In einer triiheren Arbeit haben wir mitgeteilt, dal die 
Girung durch Trockenhefe bei py = 4,5 durch Zusatz von 
Blut stark aktiviert wird. Diese Versuche haben wir nun 
bei verschiedenen Aciditiiten wiederholt. Siehe Versuchreihe 10. 
Die Fig. 4 zeigt deutlich, dab 
























































| | sh die Kurven bei py = 6,4 vollstiin- 
Aicem ce _| | / . 
80 oe a a dig parallel verlaufen, wiihrend bei 
ly eens a 
- | — Pu = 5 eine Aktivierung von 115°), 
| | @! i eintritt. Bei der fiir 'rockenhete 
£01 at i ° emi ee . 
I Bets optimalen Aciditiét 6,4 findet also 
a a ooo ieee Ve eine eigentliche Aktivierung durch 
a, einen Biokatalysator nicht statt. 
yo —_1—_; 4 
| / Z } 
ee, Sis i ies 
3p; pe Malzkeimlinge. 
| Lo 4 of * 
i oe ae Auch Malzkeimlinge © sollex 
m4 ‘ Gq . a ee 
ee 4 7 nach einer Reihe ilterer Versuche 
i Leah L . . be " r os 
10{ PY yom" einen Aktivator fiir die 'Trocken- 
{ 4 fom . 2 T 
ee 7, hefe enthalten. Die folgende Ver- 
— ne suchsreihe ist hauptsichlich in der 
Fig. 4. 


Absicht angestellt worden, iiber ein 
in Extrakten von Malzkeimlingen ey. befindliches Co-Enzym An- 
haltspunkte zu gewinnen (Versuchsreihe 11). 





') Euler und Myrbick, diese Zs. Bd. 115, S. 155 u. zw. 162, (1921) 
?) Euler u. Signe Karlsson, Biochem. Zs. Bd. 180, S. 550 (1922). 
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Versuchsreihe 10; Blut. 








Zusatz zu Zeit in Stunden 
Nr. | 1g Glucose, 1 gHete 

(20 cem) oF | of i '* ee ee Re 

} | j 

, _ 3,0 | 4,5 | 6,5 85 | 10,5 | 14,0 
» |4eemmenschl. Blut} 4,5 95 | 145 | 210 | 245 | 81,0 
3 — 2,0 6,0 | 18,5 , 29,5 | 43,0 | 60,0 
: |4ceem menschl. Blut} 10,0 | 25,0 | 40,0 | 50,5 | 64,0 | 83,0 





Versuchsreihe 11; Malzkeimlinge. 
Kolben 1. 0,1 g ausgewaschene Hefe. — 0,1 g Glucose. — 0,01 g 
Zymophosphat. 
2. Dazu 1 ecm Lésung von Co-Zymase. 
3. 1 cem Extrakt aus Malzkeimlingen ohne Zymophosphat. 
4. 1cem Extrakt aus Malzkeimlingen + 0,01 g 
In Kolben 2 trat sofort starke Girung ein, keine Girung 
dagegen in 1, 3 und 4, was auf die Abwesenheit einer Co- 
Zymase in den Malzkeimlingen schlieBen 1aBt. 
Bereits aus den Versuchen 1 und 2, Versuchsreihe 2 (vgl. 
Tab. 2), geht hervor, daf ein Zusatz von Extrakt aus Malz- 


| keimlingen zur Trockenhefe die Girungsgeschwindigkeit nicht 


indert. (Dagegen setzte die Girung etwas zeitiger ein, ob 
aber dies durch die Malzkeimlinge veranlaBt ist, bleibt zweifel- 
haft.) Kis wurden nun mehrere Versuchsreihen angestellt (so- 


wohl mit als ohne Zusatz von Zymophosphat); in keinem Fall 
' konnte eine Beschleunigung oder Aktivierung konstatiert werden. 


Die bei den iilteren Versuchen beobachteten Aktivierungen 
miissen daher einer Acidititsinderung zugeschrieben werden. 


Milch. 


Hine gréBere Anzahl Girungsversuche mit ‘Trockenhete 


/und Zusiitzen von Milch ist von E. Lindberg’) ausgefihrt 


worden. Auch Lindberg hat entsprechend der damals noch 


/ucht bekannten fiir Trockenhefe geltenden Optimalaciditiit 
beim Optimum der Hefegirung py = 5 gearbeitet, welches er 
durch Phosphatpuffer hergestellt hat. Die Phosphatkonzen- 
| tration war, um Einfliisse anderer Art deutlicher hervortreten 


) Lindberg, Biochem. Zs. Bd. 132, S. 110 (1922). 
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zu lassen, ziemlich gering gewahlt worden. Nachdem nunmely 
durch die Versuche von Myrbiack die Aciditit py = 6,4 4) 
die optimale erkannt ist, war es erforderlich, die Lindberg. 
schen Versuche durch Messungen bei dieser Aciditat zu er. 
ganzen. 


Tabelle 8, hierzu Fig. 5, Seite 273. 





Zusatz zu Stunden 
Nr.}1gHefe,1g¢Glucose] py, |-—— | " ) 
20 ecm 0? | -.| oe 7.2 13% | 44 








1 Ohne Zusatz 80 | 10,5; 18,5) 1 
5 | 
2 + 10 cem Milch 5,0 16,0 ; 20,0 | 27,0 | 35,0 | 425 
3 Ohne Zusatz 1,0 ; 21,0 | 29,0 
6,3 


4 +- 10 eem Milch 2,0 12,0} 19,0 








| 
| 
| 
| 
| 

















In Ubereinstimmung mit den Befunden von Lindberg 
fanden wir bei der urspriinglichen Aciditiit py =5 ein 
Aktivierung durch Milchzusatz bis zu 62°/,. Wurden dagegen 
die gleichen Zusitze bei py = 6,4 studiert, so trat kein 
Aktivierung auf, sondern eine allerdings unbedeutende Hemmung. 
Der EinfiuB verschiedener Milchmengen wurde in der folgende: 
Versuchsreihe niher untersucht. 


Tabelle 9. 


1g Hefe, 1 g Glukose, py = 6,3, Volumen 20 cem. 











Xt cem CS tden 

Milch 070 | «of =| = (100 145 1” 210 gto 
| -_ i0 =| 32 61 | so | 116 | 139 19 
2 2 95 | 30 56 | 74 | 109 | 182,5 | 182, 
3 5 . 1 45 | 61 | 93 | 118 | 178 
4 10 Ss | @ 39 | 50 | 80 | 100 157 


Bei allen 3 Zus&tzen machte sich also eine gering? 
Hemmung bemerkbar. 

In der Mitteilung von Lindberg wird erwihnt: _ ,,Dab 
die Aktivatoren an der Luft nicht wirmebestiindig sind, wurde 
dadurch festgestellt, daB die Milch auf 90° erhitzt wurde 
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] wobei die beschleunigende Wirkung verschwand.“ Ein solcher 
; Effekt wiirde natiirlich stark fiir die Mitwirkung eines Co-Zymase- 
» artigen oder vitaminartigen Stoffes sprechen. 

'deshalb diesem Punkt einige Versuche gewidmet. 


Wir haben 
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0,1 g Trockenhefe, 0,1 g Zucker, 0,01 ¢ Zymophosphat in 2 cem. 


Die Aciditit der Phosphatlésung betrug p,, = 4,5. 


























Stunden 

Milchzusatz Nr. — sae SRN ""agin Senne cae eee - 
°° } 10° | 13° gts 416 

— = —_ a ar _ rms \ ee — ao = a 
_ 1 0,7 1,2 1,7 3,1 4,0 
~ 2 0,6 11 1,6 2.9 5,8 
} 3 05 | 07 | 141 | 22 | 28 

ecm . | : , 4 neil 
4 0,2 | 1,1 1,6 | 3,0 | 3,8 

i cem 5 07 | 20 | 2,7 | 45 | 5,9 
l0Min. gekocht | 6 0,7 | 20 | 28 | 45 | 59 





Phosphat + Wasser 
+ ungekochte Milch 
+ gekochte Milch 


99 


oh) 





Py = 4,45, 
= 5,58 , 
= 5,58. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIII. 18 
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Die Inaktivierung eines Aktivators ist also unter dey 
gewahlten Bedingungen nicht zu bemerken. 


B. Aciditét d. Phosphatlés. p, = 6,3. 





























Stunden 

Milchzusatz | Nr. | ) 
40 | 115 140 | 900 | 925 | 250 | 320 94 
_ 1 | 1,0 | 21 | 32 |] 41 | 60 | 60 | 6,8 | 7,5 
sete 2 10,9 | 1,9 | 29 | 3,7 | 45 | 54 | 68 | 69 

? ? ? | ? 

; 3 | 03 | 08 | 18 | 1,2 | 1,4 | 1,8 | 1,9 | 20 
— 4 | 04 | 1,1 | 1,5 | 4,7 | 21 | 24 | 36 | 28 
—— 5 | 15 | 26 | 36 | 4,4 | 5,8 | 62 | 70 | 74 
oulbaeh 6 1,5 | 2,6 3,6 4,3 | 0,3 6,1 | 6,9 | 7,4 








Co-Zymase im Muskelsaft. 

Durch Meyerhofs auBerordentlich genaue und umfassende 
Versuche?) ist festgestellt worden, da& im Kochsaft der Musku- 
latur sowohl von Fréschen als Kaninchen ein Stoff enthalten 
ist, welcher, ihnlich der Co-Zymase der Hefe auf die Zymase 
(nach Meyerhof zunachst auf den ,,Ultrafiltrationsriickstand« 
von HefepreBsaft), oder auf ausgewaschene Acetonhefe einwirkt. 
Unsere Versuche mit Extrakt aus der Muskulatur von Kalb 
haben die gleichen Ergebnisse geliefert. Als Beleg fiihren 
wir die ion ites Versuchsreihe 13 und -e 6 an: 





Nr. 


edt | 


od 





Sais AN s t cho nde wiles 4 
__Susgewaschener Hefe 075) Qo ro 135) 159| 216 290| 300 | 315 | 345) 455 5! 
Ohne Zusatz . . 0,0 0,0 _ — 10,0 _ | — 0,0) — — 0,0 0) 
1ecem Hefe-Co- Baym. } | | | 
extrakt . . . . 0,2.0,2 0,3/0,3 03) Ot 0,5 0,5 0,5 0,5 2.03 
1 cem Ce | 
extrakt + 0,01 g¢ Zymo- | | | | 
phosphat . i . 10,4 1,35! 3,5/4,3 | 5,6 | 6 15) 6,8/7,3 7,5 | 7,8 | 8,5 § 
1 ecm Muskel- Kochsaft . 10,1,0,2 | —}|— 0,5 - be 0 1 2 1,5 | 1,6 2,13 


1 ccm Muskel-Kochsaft | : 
+ 0,01 g Zymophosphat {0,2 0,5 | 1,8 2,2 2,8. 3,4/3,7| 42 44 | 4,7 5,4 3 
0,5 cem Muskel-Kochsaft . 10,0) — | — |0,0 — | — | 0, 0 — — —l 
0,5 com Muskel-Kochsaft | mae | iJ 
+ 0,01 g Zymophosphat }0,1 0,2 |0,7 1,1/1,4/1,6/1,9 2,1) 2,8) 2,5 2,72 

| 

















') Meyerhof, Diese Zs. Bd. 10i, S. 165 (1918); Bd. 102, S. 1 (1918); 
Pfliigers Arch. Bd. 170, S. 867 (1918). 
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Wir finden, dab der Muskelkochsaft eine erhebliche Menge 
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Wasser) aktiviert ungefihr 40°/, mehr als ein Muskelkochsaft, 
welcher aus 10 g Kalbsmuskel und 10 ccm Wasser hergestellt 
worden war. EKinen Vergleich zwischen dem Co-Zymasegehalt 
der Hefe und des Muskels erlauben diese vorliufigen Zahlen 
natiirlich nicht, da ja die Extraktion in keinem Falle voll- 
stiindig war. 


Vergleich der Co-Zymase aus Hefe und Muskeln. 
Schon Meyerhof hat als Beleg fiir die Identitit des 


© Muskel- und Hefe-Co-Enzyms die Thermostabilitat der beiden 
- Stoffe angefiihrt. Uber den Grad der Ubereinstimmung geben 


» folgende Versuche AufschluB: 


 entsprach 0,6 ccm Extrakt). 


Mit beiden Lésungen wurde folgendermaBen verfahren: 

Kin Teil der Lésungen wurde unmittelbar zur Girung 
verwendet. 

Kin anderer Teil blieb 1 Stunde mit so viel Salzsiure in 
Beriihrung, daB die Lisung 1/n. bzgl. HCl wurde. Hierauf wurde 
die Lésung neutralisiert und zur Girung verwendet (der Zusatz 


18* 
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Kin Teil blieb in Beriithrung mit so viel NaOH, daB die 
Lésung 0,04/n wurde. Nach 1 Stunde wurde nentralisiert und 


die Lésung zur Girung verwendet. 








Tabelle 12. 
























































Nr Zusitze zur | Stunden 
‘| ausgewaschenen Hefe 0% | ad 1°°| 2°] gee ad 400 | 4° 595 | G00 | gis 
1 | Ohne Hefeextrakt 0,0; — | —|0,0} —| — | 0,0; —| — | — ry 
0,6 cem Hefeextrakt . |0,8/2,0|3,0|3,4| 4,7] 5,1 | 5,3 | 5,5 | 5,9) 6,2 0 71 
3 | 0,6 eem Hefeextrakt, 
1 Stde. 1/n-HCl 0,2 | 1,0) 1,5) 2,3) 3,5] 3,8 | 4,2 | 4,6 | 4,9 | 5,3 | 6 
Tabelle 18. 
ala : Stunden 
Nr. Zusitze zur 


ausgewaschenen Hefe 








1 Ohne Hefeextrakt 








0,0 | 0,1 | 





wie 


| 
| 


gis | 40 | 055 | 130 | 155 | 955 | 930 | 450 


























eet ee 
2 1 cem Hefeextrakt 0,1 | 0,3 | 0,5 | 1,9 | 2,5 | 4,8 | 6,0 | 85 

3 1 eem  Hefeextrakt, | 
iStde.0,04/n-NaOH | 0,0 | — | 0,1 | 0,3 | 0,5 | 1,2 | 1,5 | 2,2 

Muskelsaft. 
: “Stunden 

Nr. ZLusatz aa SR Gece rca aa oR eR ONT 
(30 19° | 15° | 310 | 425 | 540 

ea | dias ; 2 
1 | Ohne Kochsaft . . | 9,1 | “= | 0,1 02); — | 0,2 

1eem Kochsaft + 0,01 g | | | 
Zymophosphat 0,9 | 1,9 | 3,15] 42 | 4,8 | 5,0 

3 1 1ceem Kochsaft (behandelt | | 
mit HCl) -| 00) — | — | o1 | — | 

4 1 cem Kochsaft (behandelt | 

mit HCl) + 0,01 g Zymo- | 
phosphat oe we ee ae pas 3,0 | 4,0 | 4,3 

5 1 cem Kochsaft (behandelt | 
mit NaOH). | 00 | 0065; — | — | — | 0,05 

6 | 1ccem Kochsaft (behandelt | | 

mit NaOH) + 0,01 ¢g | 
Zymophosphat .| 0,2 | 0,4 | 0,9 1,2 | 1,4 | 1,6 





In der folgenden Tabelle stellen wir die Ergebnisse iiber 
die Stabilitiit der beiden Co-Zymasen zusammen. 
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mit °/, zer- | °/, zer- 
NaOH stort d. | stort d. 
™ HC! | NaOH 


| 


ohne | mit ohne 
HCl | HCl NaOH. 





0,46 19,8 14 
0,32 18,2 13 


1,06 1,77 
0,9 1,1 


— 


ecm CQO,/Stunde 


Hefecozymase .} 1,32 
Muskeleozymase]} 1,1 























Die Zusammenstellung zeigt, daB Hefe- und Muskel- 
Co-Enzym hinsichtlich ihrer Stabilitat in saurer und alkalischer 
Lisung innerhalb der Versuchsfehler iibereinstimmen. Der 
Versuch spricht also fiir die Annahme von Meyerhof, dafB 
die beiden Co-Enzyme identisch sind. 

Anhangsweise sei noch folgender Versuch mit nicht aus- 
gewaschener Hefe mitgeteilt. 






































Aus der Tabelle und der Figur 7 wird ersichtlich, daB ein 
Zusatz von Kochsaft zur Girung mit nicht ausgewaschener 
Trockenhefe dieselbe aktiviert. Dies war ja auch zu erwarten, 
da der Kochsaft Co-Zymase enthilt. AuBerdem sehen wir, 
da8 Girung in einer Liésung, welche Kochsaft, aber nicht 
Zymophosphat enthilt (Kurve 3), viel friiher einsetzt, als eine 
entsprechende Girung ohne Kochsaft. Hieraus kann man 
vielleicht den SchluB ziehen, daB der Kochsaft Zymophosphat 
bzw. Lactacidogen enthilt. 


IV. Zusammenfassung. 


Aus der vorliegenden Arbeit geht mit aller Deutlichkeit 
hervor, daB eine scharfe Grenze zu ziehen ist zwischen der 
Co-Zymase der Hefe und der Muskel einerseits und den durch 


= 

6,8 
13,0 
13,7 


cael Stunden oe 
PReRE SO 010) 925) 940! 952) 405 | 925| 950] g20| gso | 420] 450! 550| g20| 700 
| oli ich hotell, | aS Sah See 
l l - —— en a ———e pe een Ss 
Ohne Zusatz . | 0,1) 0,1) 0,1| 0,2 |0,2 (0,3 |0,3 0,7) 1,4 | 2,3) 3,4] 5,2) 5,9 
0,01 g Zymophosphat | 0,3} 1,3 | 2,5 | 3,4 4,45/8,0 8,35 9,3) 9,85!10,4|11,0|12,0/12,5 
icem Muskelkochsaft |0,1}0,1/0,1/0,2/0,2 |5,6/7,2 | 8,5) 9,5 |10,2/11,1|12,4)12,9 
0,01 g Zymophosphat i | 
+ 1 ecem Muskel- | | 
kochsaft . . . .10,3/1,4/3,0/4,2/5,3 (9,1/9,8 |10,6 11,4 |12,0/12,9]14,1/14,7 





15,2 


Serer 
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ihre Zuwachswirkung auf Mikroorganismen oder hoéhere Tiere 
und durch ihre antineuritischen Wirkungen gekennzeichnetey 
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Fig. 7. Stunden. 


Stoffe andererseits. Selbst kraftige Zuwachsfaktoren kommen 

als Aktivatoren der Girung in Zusammenwirkung mit dem 

Co-Enzym nur in ganz untergeordnetem MaB in Betracht. 
Unsere Versuche iiber die Stabilitit der Co-Zymase aus 


Hefe und aus Muskel vom Rind machen es — in Uberein- 
stimmung mit dem Ergebnis Meyerhofs — wahrscheinlich, 
daB die beiden Stoffe identisch sind. Immerhin kann die 
Stabilitit der Co-Zymasen vom Reinheitsgrad beeinfiuBt sein, 
weshalb wir unsere diesbeziiglichen quantitativen Resultate 
noch nicht als endgiiltige betrachten. 
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Die Saccharase als amphoterer Elektrolyt und als Kolloid. 
Von 
H. v. Euler und K. Josephson. 
Mit 3 Figuren im Text. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochscbule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. November 1923.) 
1, Einleitung. 

Die Betrachtung der Enzyme als Elektrolyte griindet sich 
auf den zuerst von Sérensen?) eingehend studierten Zusammen- 
hang zwischen Enzymwirkung und Konzentration der Wasserstoff- 
ionen. Kine sehr bemerkenswerte elektrolytische Theorie der 
Enzyme riihrt von Michaelis her und ist besonders am Bei- 
spiel der Saccharase in mehrfacher Hinsicht experimentell ge- 

| priift worden. 
en Michaelis und Davidsohn?) vermuteten einen inneren 
em Zusammenhang zwischen dem Verlauf der Aktivitits-py-Kurve 

| auf der alkalischen Seite des Optimums und der Dissoziations- 
aus restkurve einer schwachen Siure bzw. der Dissoziationskurve 
in- JF einer schwachen Base, und sie entwickelten daraus die Hypo- 
ich, J® these, daB Saccharase als amphoterer Elektrolyt fungiert. Das 
die # von Michaelis angewandte Invertin war — dem damaligen 
aL, stand der Forschung entsprechend — sehr stark verunreinigt, 


ate # wanderte im elektrischen Feld zur Anode und wurde fast aus- 
_ schlieBlich von positiven Adsorptionsmitteln gebunden. Des- 
wegen entschied sich Michaelis fiir die Annahme, daB der 
erwaihnte Teil der Aktivitatskurve die Dissoziationsrestkurve 


*) S6rensen, Biochem. Zs. Bd. 21, S. 131 (1909). 
*) Michaelis u. Davidsohn, Biochem. Zs. Bd. 35, S. 386 (1911). 
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der iiberwiegend sauren Saccharase darstellt. Nach seinoy 

Berechnungsweise ') wurden fiir die saure bzw. basische Disso. 

ziationskonstante der Saccharase folgende Werte erhalten: 
K,=2-10-', £, = ca.10-". 

Nach dieser Auffassung sollte der isoelektrische Punk 
(oder in diesem Fall die isoelektrische Zone) der Saccharase 
mit ihrem Wirkungsoptimum zusammenfallen und der elektro. 
lytisch nicht dissoziierte Teil der Saccharase wurde als dey 
enzymatisch wirksame angesehen. In einer folgenden Mit. 
teilung von Michaelis und Menten?) iiber die enzymatische 
Inversionsgeschwindigkeit wurde die Annahme eingefiihrt, dag 
die Saccharase bei der Inversion eine Verbindung mit dem 
Rohrzucker eingeht, welche hierauf mit der monomolekularen 
Reaktionsformel spontan in die Endprodukte der Reaktion 
zerfallt. Auf Grund dieser Betrachtungsweise muBte Michaelis 
seine urspriingliche Deutung der Acidititskurve folgender- 
maBen modifizieren: ,,Stellt man die Wirksamkeit eines Fer- 
ments als Funktion der [H'].dar, so erhilt man die Form 
einer Dissoziationskurve, wie wiederholt experimentell bewiesen 
wurde. Der Parameter dieser Kurve, g, wurde“ von Michaelis 
,frither als elektrolytische Dissoziationskonstante des Ferments, A, 
gedeutet. Diese Auffassung muB dahin berichtigt werden, dab 
_ fz = 
l+a-8S 





q= 


ist, wo S die Konzentration des spaltbaren Substrats, a die 
Affinititskonstante des spaltbaren Substrats zu den wirksamen 
Fermentmolekiilen (je nachdem: unelektrische Molekiile, An- 
ionen oder Kationen des Ferments) bedeutet.“*) Nach dieser 
Theorie sollte der Parameter g eine Funktion der Substrat- 
konzentrationen S§ sein. Dies ist indessen, wie aus den Ver- 
suchen von Michaelis und Rothstein‘) hervorgeht, nicht 
der Fall, und eine weitere Anderung der Theorie mufte des- 





') Michaelis, Biochem. Zs. Bd. 38, S. 182 (1911). 

*) Michaelis u. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1913). 

8) Michaelis, Biochem. Zs, Bd. 60, S. 91 (1914). 

4) Michaelis u. Rothstein, Biochem. Zs. Bd. 110, S. 217 (1920). 
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halb vorgenommen werden. Hiernach wird die Formulierung 
der Michaelisschen Auffassung folgende: ,,.Invertase ver- 
bindet sich mit Rohrzucker zu einer Verbindung, welche eine 
Siure ist. Die undissoziierten Molekiile dieser Siure zer- 
fallen spontan in monomolekularen Reaktionen. Der Parameter 
der Geschwindigkeits-py-Kurve ist die Siuredissoziationskon- 
stante dieser Saccharose-Invertaseverbindung.“ Nach Michaelis 
sollten somit die angegebenen Werte AK, und XK, fiir die er- 
wihnte Enzymsubstratverbindung gelten. 

Immerhin bleibt bei dieser Modifikation das Wesentliche 
der Michaelisschen Theorie bestehen und kann so gekenn- 
zeichnet werden, daB die Wasserstoffionen das elektrolytische 
Dissoziationsgleichgewicht der Enzyme bestimmen und damit 
die Konzentration der reaktionsfahigen Molekiilarten andern. 
Nach Willstitter und Kuhn geht aus den Versuchen von 
Michaelis und Rothstein hervor, daB ,das Wesen der 
h-Wirkung nicht in einer Anderung des Gleichgewichts zwischen 
Knzym und Zucker gesucht werden kann“.') Die Deutung der 
Aciditiitskurve liegt nach Willstaitter und Kuhn darin, daB 
,die Wasserstoffionen die Zerfallsgeschwindigkeit des Saccha- 
rase-Saccharosekomplexes bestimmen“. Auf diese Frage wollen 
wir hier nicht niher eingehen, da wir spiter iiber die Ab- 
hingigkeit der Inversion von der Aciditit eigene Versuche 
mitteilen wollen, welche sich besonders auf die bisher wenig 
untersuchte Abnahme der Inversionsgeschwindigkeit auf der 
sauren Seite des Acidititsoptimums beziehen. 

Wenn somit die Deutung der Aktivitiits-py-Kurve noch 
nicht feststeht, ist es méglich, die Frage nach der elektro- 
lytischen und eventuell amphoteren Natur des freien Enzyms 
durch direkte Untersuchung der reinen Knzymlésungen 
in Abwesenheit des Substrates zu lésen. Nur dadurch 
wird AufschluB iiber die Eigenschaften des Enzyms selbst ge- 
wonnen, welches ja in Gegenwart von Substrat oder Spalt- 
produkten zum gréBten Teil an diese Stoffe gebunden ist. 

Die amphotere Natur der Saccharase geht bereits aus 


') Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28 u. zwar 45 (1923). 
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dem Umstand hervor, daB das Enzym bei hoheren Reinheits. 
graden sowohl von basischen als von sauren Stoffen sorbiert 
wird. Michaelis und seine Mitarbeiter hatten auf Grund 
ihrer Adsorptionsversuche und ihrer Befunde iiber die Wande. 
rung der Saccharase im elektrischen Feld den SchluB in k;. 
wigung gezogen, daB die Saccharase als Siure anzusehen sei, 
Wie indessen Michaelis’) selbst betont hatte, ist beziiglich 
eines solchen Schlusses grofe Vorsicht geboten, da die Mig. 
lichkeit bestand, daB die Saccharase bei den Versuchen yor 
Michaelis mit einem Stoff von sauren Kigenschaften yer. 
bunden war. DaB dies bei stark verunreinigtem Invertin tat- 
sichlich der Fall ist, mu als sehr wahrscheinlich angesehen 
werden und zwar wegen des starken Einflusses der Reinheit 
des Enzyms auf das Adsorptionsvermégen eines sauren Ad- 
sorptionsmittels wie Kaolin. Je reiner die Saccharase ist, um 
so besser wird sie vom Kaolin sorbiert, oder mit anderen 
Worten, um so deutlicher treten auch die basischen Kigen- 
schaften hervor. 


Hine weitere Stiitze erhilt die Auffassung der Saccharase 
als amphoterer Stoff durch die nunmehr vorliegenden ana- 
lytischen Untersuchungen an hochaktiven Saccharasepriiparaten, 
welche zum Resultat gefiihrt haben, daB die Saccharase in 
den Reinheitsgraden, welche bisher erreicht werden konnten, 
als wesentlichen Teil einen stickstoffhaltigen Komplex enthilt, 
welcher in hohem Grad an native KiweiBstoffe erinnert.?) Aller- 
dings zeigt die Saccharase Eigenschaften, welche zum Teil 
erheblich von denjenigen bekannter Proteine abweichen, be- 
sonders hinsichtlich der charakteristischen chemischen Reak- 
tionen der EiweiSkomponente. Die vorliegenden analytischen 
Ergebnisse zeigen aber, daB die Zusammensetzung des stick- 
stoffhaltigen Molekiilteiles in hohem Grade an diejenige der 
HiweiBstoffe erinnert. Auch das Molekulargewicht der aktiven 





1) Michaelis u. Rothstein, Biochem. Zs. Bd. 110, S. 217 u. zw. 
221 (1920). — Siehe hierzu auch Willstitter, Graser u. Kuhn, 
Diese Zs. Bd. 123, S. 1 u. aw. 74 (1922). 

*) Euler u. Josephson, Ber. Bd. 56, S. 1097 (1928). 
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Saccharase, rund 20000, stimmt mit dem der EiweiBstoffe 
iiberein.’) 

Vor kurzer Zeit hat Myrbick?) in diesem Laboratorium 
einige Versuche angestellt iiber die Fiahigkeit eines hoch- 
aktiven Saccharasepriparats, einesteils Salzsiure, andernteils 
Natronlauge zu binden. Aus diesen Messungen konnte eine 
approximative Berechnung des isoelektrischen Punktes fir 
Saccharase versucht werden; daraus ergab sich seine Lage in 
der Nihe des Neutralpunktes. Indessen war der Aschengehalt 
des angewandten Priparates nicht bekannt und aus dem an- 
gewandten Reinigungsverfahren ist es wahrscheinlich, da der- 
selbe 2—5 °/, des gesamten Trockengewichts betrug. Besonders 
bei Versuchen, die basenbindende Fiahigkeit des Enzyms zu 
bestimmen, konnten die Versuchsresultate durch den Aschen- 
gehalt stark beeinfluBt sein. 

Um den EinfluB des Aschengehaltes zu verringern, haben 


| wir bei unseren Messungen ein Priparat angewandt, welches 


nach der letzten Elution im ganzen 18 Tage lang dialysiert 


wurde. Dadurch gelang es, den Aschengehalt auf 0,13°/, des 
' Trockengewichts herunterzubringen. 


Was die Reindarstellung des Praiparates im iibrigen be- 


trifit, so ist das friiher beschriebene Verfahren *) zur An- 
' wendung gekommen. Durch dasselbe scheint es méglich zu 
_ sein, den Reinheitsgrad der Saccharase aus unserer Hefe im 


allgemeinen bis zur Inversionsfahigkeit Jf = 220—250 zu 


steigern. Auch durch wiederholte Sorptionen ist es uns nicht 


gelungen, héhere Reinheitsgrade zu erreichen. Vermutlich ist 
auch ein 7f-Wert von rund 250 die Grenze, bis zu welcher 


- man mit den erwihnten Methoden kommen kann. 


Nach der letzten Elution und der darauf folgenden Dialyse 


| wihrend 11 Tagen zeigte das von uns untersuchte Praparat die 


Wirksamkeit [f= 242. Nach Kinengen auf eine Konzentration von 
224°), betrug die Aktivitit immer noch Jf = 242. Der Aschen- 


—. 


') Euler, Josephson u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 130, S. 87 (1923). 

*) Myrbiick, Sv. Vet. Akad. Arkiv for Kemi Bd. 9, Nr. 2 (1928). 

*) Euler u. Josephson, Ber. Bd. 56, 8. 446 u. 453 (1923). — 
Josephson, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 8, Nr. 26 (1923). 
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gehalt betrug dabei 5°/, des Trockengewichts. Die so eingeengte 
Lésung wurde hierauf wihrend weiterer 7 Tage dialysiert, 
Dabei sank die Aktivitét auf den Wert Jf = 213. Das Trocken. 
gewicht der Lésung betrug nach der Dialyse 1,56°/, der 
Aschengehalt des Trockengewichts war, wie erwihnt, 0,139. 
Dies Praparat diirfte unter den bis jetzt dargestellten Saccharase. 
praparaten von Aschenbestandteilen am vollstandigsten befreit 
gewesen sein. Die Inversionsfihigkeit Jf = 242 hatte den 
gleichen Wert wie bei dem von Myrbiack untersuchten Priiparat, 
welches Jf = 240 gezeigt hatte. Unser bestes, bis jetzt ge. 
wonnenes Priparat ergab Jf = 245. Alle diese Priiparate 
zeigen somit innerhalb der Versuchsfehler bei der Aktivitits. 
bestimmung die gleiche Wirksamkeit. 


2. Bestimmung der basischen Dissoziationskonstante i, 
fiir Saccharase. 


Zu diesen Versuchen wurde teils eine etwa 0,01 normale 
Salzsiure angewandt, teils eine etwa 0,001 normale Salzsiure, 
durch Verdiinnung der ersteren erhalten. Von diesen Siiure- 
lésungen wurde | ccm mit einer Pipette in ein GlasgefiB ge- 
bracht, worauf bei den verschiedenen Versuchen entweder 1 ccm 
destilliertes Wasser oder 1 ccm Saccharaselésung zugegeben 
wurde. Die Aciditit dieser Lésungen wurde hierauf elektro- 
metrisch gemessen. Die Versuchsresultate findet man in der 
folgenden Tabelle. Bei der Umrechnung von py in pog ist 
der fiir die Versuchstemperatur, 20°, wahrscheinlichste Wert 
fir KX, nimlich 0,83-10714, oder py + pon = 14,08 gewihlt 
worden. 





























Lésung Po | Pon h oh An Ap oh 
HCl (1) + 
Wasser . . | 2,40 | 11,68 | 3,98-10—* | 209-107" 
HCl (1) + 2,03- 1074] 8,6: 107" 
Sacch.-Loés. | 2,71 | 11,37 | 1,95-107~° | 4,27-107-” 
HCl (2) + 
Wasser . . | 3,39 | 10,69 | 4,07-107* | 2,04-107"! 
HCl (2) + 3,75-10~4] 9,9+10°% 
Sacch.-Loés. | 4,50 9,58 | 3,16-107° | 2,63-107'° 
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Behandeln wir die Saccharase als schwache, einsiurige ') 


Base, S-OH, so gilt fiir die basische Dissoziationskonstante K, 


i Bal ee 


s)-(S) = *» 
[S] = totale Konzentration der Saccharase, 
(S'] = Konzentration der abdissoziierten Kationen, und 
(OH’] = Konzentration der Hydroxylionen 


In dieser Gleichung kennen wir teils [OH’| (durch elektro- 


metrische Bestimmung), teils [S*] (gleich Anderung der Kon- 
' zentration der Wasserstoffionen, also = 4,). Dagegen ist der 
| Wert der totalen Saccharasekonzentration, [S], nicht bekannt. 


Allerdings kennen wir die Menge des eingewogenen Saccha- 


rasepraparates (der Prozentgehalt war 0,78°/,), indessen ist zur 
' Berechnung der molekularen Konzentration noch das Aquivalent- 
; gewicht erforderlich. 


Die folgende Berechnung geben wir unter Betonung der 


hypothetischen Art der angewandten Berechnungsweise an. 
' Durch ganz verschiedene Methoden sind fiir die Saccharase 
| gewisse Aquivalente berechnet?) worden, namlich: 


Silberiiquivalent (Vergiftung). . . . . . . . 4000—5000 

mn (Analyse einer Silberverbindung) 5000—6000 
Bromiquivalent ...... .. . . . + 4000—5000 
Schwefeliquivalent . . ...... . =. - 6000—7000 


Nach den neuesten Messungen von Myrbiack’*) fallt jedoch 


das wahrscheinlichste Silberaquivalent etwas niedriger aus als 
das friiher berechnete. Als den wahrscheinlichsten Mittelwert 
' kénnen wir fir dieses Aquivalent versuchsweise die Zahl 3500 
| einfiihren. Unter Verwendung dieser Aquivalentzahl ergibt 
' sich fiir [S] der 0,78 °/,igen Liésung der Wert 2,2-10~-* Aus 
den beiden Versuchen erhalten wir somit folgende Gleichungen: 


') Unter Annahme, daf die 1. Dissoz. Konstante die tibrigen an 
| Gré8e iibertrifft. Zur Berechnung des isoelektrischen Punktes mehr- 
| wertiger Ampholyte, siehe Levene und Simms, Jl. of Biol. Chem. 
55, 801 (1928). 

' *) Euler u. Josephson, Ber. Bd. 56, S. 453 (1928). 

*) Myrbick, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 8, Nr. 29 (1923). 
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ae 6 ae 
(1) K, = Soa = 48-107", 
j > _ 99-107" ope poi 
(2) Kk, — 1,8 K 1073 = 5,5 10 . 


Die Ubereinstimmung zwischen den beiden Werten 4,3-10-" 
und 5,5-10~1! ist in Riicksicht auf die Unsicherheit der Aqui- 
valentzahl iiberraschend gut. 

Aus dem zweiten Versuch kénnen wir iibrigens eine, 
Maximalwert fiir die aus der Siurebindung abgeleitete Adgui. 
valentzahl gewinnen. Wir finden niimlich, dab [S] den Wert 
2-10-8 nicht untersteigen kann, oder daB das Aquivalent. 
gewicht nicht gréBer sein kann, als 3900. Es ist ja auch 
durchaus verstiindlich, da8 im Saccharasekomplex eine gréfere 
Anzahl siurebindender Gruppen vorhanden sind, als z. B. die 
Anzahl Schwefelatome betrigt. 


3. Bestimmung der sauren Dissoziationskonstante A, 
der Saccharase. 


Die Versuche tiber die Bindung von Alkali (Bestimmung 
von A,) wurde nach der gleichen Methode ausgefiihrt wie die- 
jenigen zur Bestimmung von &,. Die dazu _ erforderliche 
kohlensiurefreie Natronlauge wurde nach der von Sérensen}) 
angegebenen Methode bereitet. Die elektrometrischen pj;;-Be- 





Lisung Po | Pou h oh Aon Aon: hh 
NaOH (1) + 
Wasser . . | 11,33 | 2,75 | 4,68-10—-12] 1,78-1073 
NaOH (1) + 1,04+10—% 1,1-107" 


Saech.-Lés. | 10,95 | 3,13 | 1,10-107"] 7,41-10 4 
NaOH (2) + 
Wasser ..| 9,72 | 4,36 | 1,91-1071°] 4,87-1075 
NaOH (2) + £,37-10—°] 7,1- 107" 
Sacch.-Lis. } 5,79 | 8,29 | 1,62-107° | 5,13-107° 
NaOH (2) + 
Wasser .. | 9,29 | 4,79 | 5,13-107'°] 1,62-1075 
NaOH (2) + 1,62+1079,1-10~™ 
Sacch.-Lis. | 6,25 | 7,83 | 5,62-1077 | 1,48-107S ) 




















1) Sérensen, Biochem. Zs. Bd. 21, S. 168 (FuBnote) (1909). 
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stimmungen wurden in einem Apparat ausgefiihrt, von welchem 
die Kohlensiure der Luft durch kontinuierlich strémenden 
| Wasserstoff ferngehalten werden konnte. Beim ersten Ver- 
such war die Konzentration der Lauge etwa 0,01 n., wihrend 
' die beiden anderen Konzentrationen rund 0,001 n. waren. Beim 
: letzten Versuch kam nur !/, com Saccharaselésung zur Ver- 
; wendung. 


Die Berechnung der sauren Dissoziationskonstante K, aus 


' diesen Werten mu unter noch gréBerer Unsicherheit leiden 
| als die, welche der Berechnung von XK, anhaftet. Zu der Un- 
sicherheit hinsichtlich der Aquivalentzahl kommt hier noch 
| der mégliche EinfluB des Aschengehaltes. 


Der Aschengehalt betrug, wie erwahnt, 0,13°/, des Trocken- 
Asche. Wir 


/0 


' geben hier eine kurze Uberschlagsrechnung iiber den még- 
' lichen Kinflu8 dieses Aschengehalts auf die Versuchsergebnisse. 
| Wir machen die ungiinstigste Annahme, daB namlich der Aschen- 
' gehalt vollstindig auf der Anwesenheit einer Base beruht, 
welche durch keine fremde Siure neutralisiert, sondern aus- 
' schlieBlich an die Saccharase gebunden ist, und rechnen mit 
einem Aquivalentgewicht von 40 (NaOH) fiir die Base, dann 
finden wir die molekulare Konzentration dieser Base zu 
25.1074, eine Gewichtsmenge, welche die im ersten Versuch 
| gefundene Menge gebundenen Alkalis um 25°/, verschiebt. 
| Dies ist, wie erwihnt, der denkbar ungiinstigste Fall. Da es 
' indessen iuBerst wahrscheinlich ist, daB der Aschengehalt der 
1 Gegenwart von Neutralsalzen zugeschrieben werden muB, dirfte 
_ der wirkliche Kinflu8 des Aschengehalts bedeutend kleiner 


sein. Bei den beiden anderen Versuchen ist dagegen die 


' experimentell gemessene Alkalibindung von einer niedrigeren 
' GriBenordnung als das eventuell bereits gebundene Alkali, 


falls die Verhiltnisse so ungiinstig sind, wie oben angenommen. 
Die gréBte Unsicherheit der Berechnung liegt aber immer 
noch in der Annahme der wirklichen Saccharasekonzentration, 


F dh. des Wertes [S] in der Gleichung 


CARA oi 8 
[S] — [8] 


a K.. 
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Bei Bestimmung von K, wurde der Wert 2,2-10-% (Aqui. 
valentgewicht 3500) verwendet. Eine gewisse Stiitze fiir die 
Anwendung dieses Wertes wurde erhalten durch die {'ber. 
einstimmung zwischen den zwei Bestimmungen von K,. Wiirde 
man aus diesen beiden Versuchen KX, eliminieren und daraus 
einen Wert [S] berechnen, so sollte man eine Zahl von der gleichen 
GréBe erhalten. Dies ist indessen bei den Versuchen zur Be. 
stimmung von K, nicht der Fall. Wendet man hier den Wert 
3500 als Aquivalentgewicht der Saccharase an, so ergeben sich 
aus den drei Versuchen Werte von K,, die nicht einmal der 
GréBenordnung nach iibereinstimmen. Man wiirde nimlich finden: 


MH. es + Bee 
MW... «as eee 
O . . wo» » ee 


Die Nichtiibereinstimmung der verschiedenen Werte kann 
nur auf eine fehlerhafte Wahl des Aquivalentwertes der Saccha- 
rase zuriickgefiihrt werden. Die Berechnung muB also anders 
angestellt werden. 

Aus dem ersten Versuch kénnen wir sofort sehen, dab 
der kleinste itiberhaupt mégliche Wert von [S] 1,04-10~* (ent- 
sprechend einem hdochsten Aquivalentgewicht = 7400) ist. 
Andererseits finden wir, daB der Wert von [S] nicht weit 
davon liegen kann, wenn die aus den verschiedenen Versuchen 
zu berechnenden Werte der Dissoziationskonstante nicht allzu 
verschieden ausfallen sollen. Die letzten Versuche wiirden tat- 
sichlich einen noch hdheren Aquivalentwert fordern, um die 
beiden berechneten Werte von KX, in Ubereinstimmung 2 
bringen. Gegen Beriicksichtigung des ersten Versuches kénnte 
man einwenden, daB bei der hohen Alkalinitat (p,, = ca. 11) 
welcher die Saccharase ausgesetzt war, Inaktivierung eintritt 
und daher auch evtl. Verinderung der Eigenschaften in solcher 
Hinsicht, daB die gemessene Alkalibindung nicht der aktiven 
Saccharase zugeschrieben werden kann. 

Nunmehr wollen wir die Berechnung unter Anwendung 
des Aquivalentwertes 7400 ausfiihren. Wir finden aus den 
zwei letzten Versuchen die Werte 0,7-10-7 bzw. 0,13- 107“. 
Wegen des besprochenen Aschengehalts wollen wir aber diese 
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Werte als Minimalwerte ansehen und halten den Wert 1077 
als eine wahrscheinlichere Anniherung an den wirklichen Wert 
der sauren Dissoziationskonstante des untersuchten Saccharase- 


: priiparates. 


Wenn der Aschengehalt in der erwihnten Richtung EKinflu8 


‘auf die Bestimmung der basenbildenden Fahigkeit der Sac- 
| charase ausiibt, so miissen wir auch annehmen, daf die ge- 


fundenen Werte der Konstanten A, etwas zu hoch sind. Unter 


| Jngrundelegung des Wertes KX, = 10-7 und XK, = 10— finden 
' wir den isoelektrischen Punkt der Saccharase 


ie re te = 
ins /*:-K, ‘a Y wa -10 = ca. 10°. 


Der isoelektrische Punkt diirfte nicht weit von Pa = 5 





'liegen. Es verdient vielleicht hervorgehoben zu werden, daB das 


hier untersuchte Saccharasepriparat bei der elektrometrischen 
Messung seiner 0,78°/, igen insgesamt 18 Tage dialysierten 


| Lisung die Aciditét p, = 4,94 ergab. Die natiirliche Aciditat 


der Lésung diirfte vielleicht nicht weit von dem isoelektrischen 


| Punkt legen. 


4. Bestimmung des isoelektrischen Punktes der Saccharase 


durch Viscositatsmessungen. 


Da eine genauere Feststellung des isoelektrischen Punktes 


'der Saccharase wiinschenswert schien, muBte eine andere 
| Methode als die direkte Bestimmung der sauren und basischen 


Dissoziationskonstanten zur Anwendung kommen. Es kamen 
hierfiir mehrere Methoden in Betracht, wie die elektrische 


: Uberfiihrung (Hardy, Michaelis), die Bestimmung des os- 
/motischen Drucks (Loeb, Sérensen), der Viscositit usw. 


Von diesen Methoden schienen uns Viscosititsmessungen bei 


verschiedenen Acidititen am geeignetsten. 


Die Versuche wurden ausgefiihrt mit den bei den vorher 


| beschriebenen elektrometrischen Bestimmungen erhaltenen Lé- 


sungen verschiedener Aciditit. Durch Mischungen verschiedener 
Mengen dieser Lésungen konnten Lésungen von zwischen- 


| legenden Aciditiiten erhalten werden. Auf diese Weise konnte 
'eine hinreichende Anzahl Punkte der Acidititskurve unter 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIII. 19 
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Verbrauch einer méglichst geringen Menge des kostbharen Ma. 
teriales erhalten werden. Bei allen Aciditaéten war somi 
die Konzentration der Saccharase 0,78 °/,. 

Zu allen Versuchen wurde ein Auslaufviscosiometer yer. 
wendet, welches 1 ccm der Fliissigkeit aufnahm. Die Versuch. 
temperatur wurde in dem Wasserbad, in welches das Viscosio. 
meter eingestellt war, auf 18,2°+ 0,1° konstant gehalten. In 
der folgenden Tabelle finden wir die Zeiten angegeben, welche 
verliefen, wihrend die Fliissigkeit von der einen Marke bis 
zur anderen ausfloB. Mit jeder Lésung wurden 5 Bestimmungen 
angestellt. Zum Vergleich fiihrten wir entsprechende Messungen 
mit destilliertem Wasser aus. In der letzten Spalte finden wir 
die relativen Werte der Viscositit, wobei die Viscositiit des 
Wassers = 1 gesetzt ist. 





























PH Zeit in Sekunden | Mittel |Rel. Viscositit 
Dest. Wasser] 84,9 | 84,9 | 84,6 | 84,9 | 84,7 | 84,8 1 
2,71 110,4 | 110,8 | 111,6 | 110,9 | 111,38] 111,0 1,310 
4,05 110,6 | 110,8 | 110,7 | 110,8 | 110,6 | 110,7 1,306 
4,50 109,8 | 110,0 | 110,2 | 110,8 | 110,2] 110,2 1,300 
5,37 120,8 | 120,0 | 119,0 | 119,7 | 120,0] 119,9 1,414 
5,78 147,83 | 146,2 | 147,2 | 146,9 | 1460] 146,7 1,730 
6,50 125,4 | 126,3 | 126,2 | 127,3 | 127,6 | 126,6 1,493 
7,0 118,6 | 117,5 | 117,0 | 118,5 | 117,7| 117,9 1,390 








Die Fig. 1 zeigt deutlich, daB die Viscositiit von héheren 
Acidititen bis p,, = ca. 4,5 etwas abfallt, von p,, = 5 an steigt, 
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| bei pg = 6 ein Maximum erreicht und dann wieder sinkt. Der 
| jsoelektrische Punkt der Saccharase diirfte also bei der Aciditat 
des Viscositiitsminimums (p, = 4,5—5) legen. 

Die Fig. 2 ist einer Arbeit von Kuler und Myrback 
entnommen und zeigt den KinfluB der Aciditit auf die Ad- 
| sorption der Saccharase durch Aluminiumhydrat: 

Wie man sieht, liegt das Optimum der Sorption bei pg = 6. 
Kine Deutung dieses Phainomens ist bis jetzt nicht gegeben 
worden. Wir finden somit, daB das Optimum der Sorption 
' mit der Aciditaét des Viscosititsmaximums der Saccharase zu- 
; sammenfallt. 

: Aus Versuchen von R. Nilsson iiber Adsorption von 
' Saccharase an Lanthanhydrat scheint hervorzugehen, daB auch 
/bei diesem Sorptionsmittel ein Optimum der Sorption bei 
/py=ca.6 hegt. Es scheint somit, daB es der Hauptsache 
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Fig. 2. 


‘uach die kolloidalen (amphoteren) Eigenschaften der Saccha- 
srase sind, welche die Anderung des Absorptionsgleichgewichts 
‘nit der Aciditiit bedingen. Die wechselnden amphoteren 
_Higenschaften der verschiedenen Hydrate scheinen somit in 
‘der erwihnten Hinsicht eine untergeordnete Rolle zu spielen. 
' Man hatte erwarten kénnen, daB das Optimum der Sorption 
-bei dem isoelektrischen Punkt des Enzyms liegen sollte, da 
‘ja die Ausflockung eines amphoteren Kolloides beim isoelek- 
\tvischen Punkt am vollstindigsten eintritt (Hardy). Wir finden 
‘aber, daB vielleicht dieselben Eigenschaften, welche die Visco- 
ssitit des amphoteren Enzyms erhdhen, auch fiir die gesteigerte 
) Sorption durch das Hydroxyd zum Teil verantwortlich sind. 


19* 





292 H. v. Euler und K. Josephson, 


5. Besprechung. 


Unser Befund, daB der isoelektrische Punkt der unte,. 
suchten hochaktiven Saccharase jedenfalls nicht weit vom Aci. 
dititsoptimum der Saccharase liegt, kénnte vielleicht die Auf. 
assung stiitzen, daB es die unelektrischen Molekiile der Sac. 
charase (oder Saccharase-Rohrzuckerverbindung) sind, welche die 
enzymatische Wirkung ausiiben. Jedenfalls kann diese Theorie 
von Michaelis nicht in ihrer jetzigen Form beibehalten werden, 
Auf die Frage, in welcher Hinsicht die Theorie umgestaltet 
werden muB, um die alkalische Seite der Aciditiitskurye 
deuten zu kénnen, wollen wir in der folgenden Mitteilung 
zurickkommen. 

Wie der eine von uns mehrfach betont hat?), sind die 
Grundsitze der Michaelisschen Theorie keineswegs die ein- 
zigen, welche eine Beschreibung der Enzymkinetik und speziell 
der Aciditatskurven erlauben. 

Ks kann auch nicht in Abrede gestellt werden, dab die 
genannte Theorie nicht in allen Punkten befriedigt und wir 
befinden uns mit der Auffassung, daB die genannte Theorie, 
welche fiir die Entwicklung der Enzymchemie von grofem 
Wert gewesen ist, einer Erginzung und Modifikation bedari, 
in Ubereinstimmung mit den bemerkenswerten Erérterungen 
von Willstatter und Kuhn.?) 

Die erste Tatsache, von welcher jede Theorie der enzy- 
matischen Reaktionen Rechenschaft zu geben hat, ist die 
Spezifitat der Enzymwirkungen. Dieser Tatsache trigt die 
Michaelissche Theorie Rechnung durch die Annahme, dab 
zwischen KEnzym und Substrat spezifische Affinititskriite 
wirksam sind, welche durch die nunmehr ziemlich allgemei 
mit Aj, bezeichnete Affinitiitskonstante gemessen werden, fernet 
durch die Annahme, da8 nur derjenige Teil der Saccharas 





1) Euler, Sv. Kem. Tidskr. Bd. 33, 8. 37 (1920); Chemie de En: 
zyme, 2. Aufl., I. Teil (1920). 

*) Willstitter und Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28 und zwar 
S. 44 ff. (1922). — Ferner Willstitter, Graser und Kuhn, Diese Zs 
Bd. 123, S. 1 (1923). — Northrop, Naturw. Bd. 11, S. 713 (1928). 
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wirksam ist, welcher sich in Verbindung mit dem Substrat 


| befindet. 


Mit der Annahme der spezifischen Bindung zwischen 
Enzym und Substrat stehen die verschiedensten enzymatischen 
Befunde in Ubereinstimmung. Insbesondere méchten wir noch 
betonen, daB dadurch auch der Zusammenhang mit der Kinetik 
der nichtenzymatischen Katalysen hergestellt ist, fiir welche 
wir ebenfalls die Verbindung von Katalysator und Substrat 
als reaktionsvermittelnd anzunehmen haben. 


Mit einer spezifischen Affinitiét zwischen Enzym und 
Substrat ist also jedenfalls auch fernerhin zu rechnen, In 
einer vorhergehenden Mitteilung!) haben wir versucht, iiber 
die Art der wirksamen Affinitéten Anhaltspunkte zu gewinnen. 

Was die Geschwindigkeit des Zerfalls betrifft, so 
wollen wir ausgehen von einer Berechnung, welche der eine 
von uns tber die Konzentration der reaktionsvermittelnden 
Molekiile im speziellen Fall der enzymatischen und _nicht- 
enzymatischen Inversion des Rohrzuckers angestellt hat.’) 

Unter Zugrundelegung des Wertes 50 fiir die Affinitats- 
konstante Rohrzucker—Saccharase und des Molekulargewichts 
20000 fiir das Enzym wurde die Konzentration der reaktions- 


| vermittelnden Molekiile Rohrzucker—Saccharase zu 0,5-107§ 


berechnet. Anderseits wurde unter der Annahme, daB die 
basische Dissoziationskonstante K, des Rohrzuckers 107° be- 
trigt, die Konzentration der reaktionsvermittelnden Molekiile 
Rohrzucker—Salzsiiure zu 108 berechnet. Da die Konzentrations- 
berechnungen fiir die gleichen Geschwindigkeiten gelten, wurde 
die Art der Reaktionsvermittlung als wesentlich gleich an- 


' gnommen. Auf die Art des Zerfalls konnte in dem zitierten 


Vortrag nicht eingegangen werden. In spiteren Arbeiten’) 
wurde die Annahme eingefiihrt, daB an der Stelle der Auf- 





) Euler und Josephson, Diese Zs. Bd. 132; 1924. 

*) Euler, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3583 (1922). 

| *) Euler u. Rudberg, Zs. f. Physik, Bd. 16, S. 54 (1923). — 
| Euler; Myrback u. Rudberg, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 8, 
Nr. 28, 1923. 
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spaltung des Substrats elektrische Ladungen auftreten, und 
da8 diese Aufladung das erste Stadium der Reaktion darstellt. 


Speziellere Vorstellungen tiber die Entstehung des ampho. 
teren elektrischen Zustandes der Verbindung Rohrzucker—Enzyn, 
haben wir bisher noch nicht besprochen. Wir behalten die 
Annahme bei, da8 das Auftreten der Ladung an der Stelle 
der hydrolytischen Aufspaltung im wesentlichen die Reaktions. 
beschleunigung veranlaBt, insofern als die Geschwindigkeit 
proportional ist der Konzentration derjenigen Molekiile, welche 
die Ladung enthalten, durch welche das Substrat an dieser 
Stelle ein amphoterer Elektrolyt wird. 


Gehen wir also davon aus, daB gleiche Geschwindigkeit — 
sowohl enzymatische wie nichtenzymatische — die gleiche 
Konzentration der reaktionsvermittelnden Molekiile erfordert. 
so ist Rechenschaft zu geben, wieso die starke Salzsiure 
in gleichem Grad den amphoteren Zustand von der 
reaktionsvermittelnden Stelle des Substrates her- 
stellt, wie die als Saure jedenfalls schwache Saccha- 
rase. Wir glauben dies durch kinetische Vorstellungen ver- 
stindlich machen zu kénnen. 


Die Konzentration eines in reversiblem Gleichgewichi 
befindlichen Stoffes ist das Ergebnis einerseits der pro Zeit- 
einheit stattfindenden ,,erfolgreichen ZusammenstéBe“ und 
anderseits derjenigen Atombewegungen, welche zum Zerfall 
fiihren (Gegenreaktion). Die Zahl der ,,erfolgreichen Zusammen- 
stéBe“ ist in unserem Fall gegeben 


1. durch die Zahl der iiberhaupt erfolgenden Zusammen- 
stéBe, proportional mit der Konzentration der Komponenten 
Rohrzucker—Salzsiure bzw. Rohrzucker, H’- und Cl’-Ionen, 

2. durch die Gesamtheit derjenigen Eigenschaften der 
Komponenten, welche die Affinitit — in unserem Fall ge- 
messen durch die Hydrolysekonstante des Salzes Rohrzucker- 
HCl — bestimmen. 


Wir erinnern nun beziiglich der enzymatischen Inversion 
an die Annahme, daB die Reaktionsgeschwindigkeit proportional 
ist der Konzentration der Molekilart Rohrzucker—Saccharase. 
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Wie in einer friiheren Mitteilung') unterscheiden wir 


| »wischen reaktionsvermittelnden Molekiilen erster Ordnung 


(R. v. M. I) und solchen zweiter und héherer Ordnung (R. v. M. Ii). 


| Wir bezeichnen im besprochenen Sonderfall die Molekiilart 


Enzym—Rohrzucker als reaktionsvermittelnd erster Ordnung 
und fihren die Annahme ein, da8 die Bindung des Enzyms 
an den Rohrzucker nicht an der gleichen Stelle erfolgt, 
an welcher die Spaltung bzw. die vorhergehende am- 


| photere Aufladung geschieht. 


Wir haben nunmebhr eine spezielle Vorstellung iiber die 


| die Enzymreaktion vermittelnden Molekile zweiter Ordnung 
' (welche den Molekiilen Rohrzucker—HCl entsprechen) zu ent- 
| wickeln, Wir gehen dabei von der bereits Seite 282 erwihnten 
' Tatsache aus, daB die Saccharase als ein Proteinderivat an- 


gesehen werden kann und stellen uns vor, da8 die spezifische, 
rohrzuckerbindende Gruppe sich irgendwo innerhalb des Protein- 


: molekiils befindet. 


Der schematische Ausdruck dieser Vorstellung iiber die 


Verbindung Saccharase—Rohrzucker wire der durch Fig. 3 
| dargestellte. 
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Fig. 3. 


Obwohl nun die sauren Gruppen des Proteins im Ver- 


_ gleich zur Salzsiure wenig dissoziiert sind, wird die Anzahl 


der ZusammenstéBe, welche erfolgreich sind und also zur Salz- 
bildung fihren, deswegen verhiltnismaiBig groB sein kénnen, 
weil sich simtliche Gruppen von vornherein und 


a 





‘) Euler, Myrbick u. Rudberg, a.a.0O. S. 9. 
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stindig im gleichen Molekilverband befinden, wn 
zwar wird dies gelten sowohl hinsichtlich der eigenen Wasser. 
stoffionen des Proteins als der an die basischen Gruppen ge. 
bundenen fremden Siure, mit welcher die optimale Aciditi; 
der Lésung hergestellt ist. Die Wechselwirkung mige etwa 
an der Stelle 2 des Rohrzuckermolekiils (Fig. 3) stattfinden, 
In dieser Hinsicht wird sich also die spezifisch bindende 
Gruppe des Proteinteils des Enzyms, sp., so verhalten, wie 
wenn sich die spezifische Gruppe mit dem daran gebundenen 
Rohrzucker in einem von der umgebenden Lisung verschiedenen 
Medium befinde, in welchem die H’-Konzentration bzw. die 
Salzbildung héhere Betrige anniihme, als in der umgebenden 
Lésung. 

Offenbar ist unsere Vorstellung rein schematisch. Man 
ist aber unserer Meinung nach zwecks Fixierung der Ideen 
jetzt noch auf die Mitteilung solcher Schemen beschrinkt, da 
die praparative Chemie noch so wenig Fille geliefert hat, aus 
welchen entnommen werden kénnte, wie sich die Kigenschaften 
einer im freien Zustand bekannten Gruppe durch die Anp- 
lagerung an ein Proteinmolekiil indern. Wir legen also 
unserm Schema nur den Wert eines Programms fiir weitere 
experimentelle Studien bei. In dieser Mitteilung wollen wir 
nur noch auf einen Punkt kurz eingehen. 

Nach obiger Darlegung kommt dem Proteinteil der 
Saccharase eine wichtigere Rolle zu als ihm bisher 2z1- 
geschrieben wurde; das Protein ist hiernach beteiligt an dem 
Ubergang der reaktionsvermittelnden Molekiile erster Ordnung 
in diejenigen zweiter Ordnung, R.v. M. I —> R.v.M. II. Ohne 
den Proteinteil bleibt dieser Ubergang mehr oder weniger voll- 
stiindig aus. 

Damit steht der EKinfluB der Temperatur auf die Saccha- 
rase in Zusammenhang. Euler und Laurin?) konnten vor 
einigen Jahren zeigen, da8 das Maximum der Thermostabilitit 
der Saccharase mit dem Optimum der Wirksamkeit zusammet- 
fallt, indem beide Punkte bei 4,5 liegen. Bei dieser Aciditat 





1) Euler u. Laurin, Diese Zs. Bd. 108, S. 64 (1919). 














Die Saccharase als amphoterer Elektrolyt und als Kolloid. 297 


‘st somit die Thermostabilitit am gréBten. Was die Koagulation 
der Proteine betrifft, so wird durch die grundlegende Unter- 
suchung von Sérensen und Jiirgensen') wahrscheinlich ge- 
macht, daB gerade das Minimum der Stabilitét, das Optimum 
der Koagulation, in der Nahe des isoelektrischen Punktes liegt. 

Zum Verstindnis der Befunde an Saccharase ist in Be- 


: tracht zu ziehen, daB die Temperaturinaktivierung nicht durch 


die Koagulation des Proteinteiles bedingt zu sein scheint, 
sondern auf der Denaturierung der einen oder anderen be- 
sonderen Gruppe des Enzyms beruhen diirfte. 

Ferner aber folgt aus unserer Auffassung, daB der Uber- 
gang R.v. M. I —> R.v.M. IL und die Konzentration R. v. M. I 
die Salzbildung am Proteinteil bestimmt, also fiir die Ge- 
schwindigkeit maBgebend wird. 

Die mit steigender Temperatur steigende Hydrolyse diirfte 
den auffallend kleinen Temperaturkoeffizienten der enzymati- 
schen Inversion mitbedingen. 

Durch Adsorptionsmittel braucht offenbar das Verhalten 
des Proteinteiles der Saccharase zu ihrem spezifischen Teil 
nicht wesentlich beeinfluBt zu werden, so daB der von Meyer- 
hof?) zuerst mitgeteilte Befund, daB sorbierte Saccharase 
ebenso wirksam ist wie das freie Enzym, mit unserer Vor- 
stellung nicht in Widerspruch steht. 

Den EinfluB der Aciditat auf die Bindung zwischen Rohr- 
zucker und Saccharase, also auf die GréBe der Affinitats- 
konstante werden wir demniichst auf Grund neuer Versuche 
besprechen. 


') Sérensen u. Jiirgensen, Biochem. Zs. Bd. 31, 8. 397 (1911). — 
Siehe ferner Chick u. Martin, Jl. of Physiol. Bd. 40, S. 413 (1910) u. 
Bd. 45, S. 61 (1918). 

*) Pfliigers Arch. Bd. 157, S. 251 (1914). 











Richtigstellung zur Abhandlung von H. Fischer und 
K.Schneller: ,,Zur Kenntnis dernatirlichen Porphyrine. ITI,“ ') 
Von 


0. Schumm. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgem. Krankenhauses Hamburg - Eppendorf, ) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. November 1923.) 


Auf Grund seiner allgemein bekannten vortrefflichen Unter- 
suchung hat A. Garrod im Jahre 1892?) den Satz‘) aufgestellt, 
daB im Harn Gesunder und Kranker ein Farbstoff vorhanden 
ist, der dem Himatoporphyrin*) derartig aihnlich ist, daB er 
als eines der sogenannten Himatoporphyrine betrachtet werden 
muB. Diese Ansicht stiitzt sich auBer anderen besonders auf 
spektrometrische Bestimmungen an Ausziigen des aus den 
Harnen nach Garrods eigener Methode abgeschiedenen Far)b- 
stofis. Die eingehenderen Untersuchungen dieser Art 
sind von Garrod ersichtlich am Farbstoff der Harne 
von Kranken ausgefihrt. Versuche, den Farbstoff mit einem 
bestimmten der heute in reiner Form zuginglichen Porphyrine 
zu identifizieren, hat Garrod nicht ausgefiihrt. Dazu war derzeit 
auch weder AnlaB noch Handhabe geboten. Garrod spricht 





1) Diese Zs. Bd. 186, S. 802 (1928). 

*) Archibald E. Garrod, On the occurrence and detection of 
haematoporphyrin in the urine. The journal of Physiology Bad. 13, 
S. 598 (1892). 

8) Im Original auf S. 620 ,,A pigment is present in the urine both 
in health and disease which exhibits so close a resemblance to haema- 
toporphyrin, that it must be at any rate regarded as one of the group 
of compounds inclouded under that name.“ 

*) Gemeint ist der nach Hoppe-Seylers Verfahren aus Blutfarb- 
stoff durch Schwefelsiure dargestellte rohe Farbstoff. 
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weiterhin aus, daB die von ihm im Harne angetroffenen Pig- 
mente sich von den aus Blut durch Schwefelsiure dargestellten 
Priparaten Hamatoporphyrin nicht mehr unterschieden als 
diese untereinander. In Garrods Abhandlung iiber das 
,Himatoporphyrin* des Harns wird ein Kotporphyrin bzw. ein 
in den Faeces vorkommendes Porphyrin gar nicht erwihnt. 
Er gibt ferner nichts dariiber an, daB er versucht habe, aus 
dem im Rohporphyrin des normalen Harns méglicherweise 
vorliegenden Gemenge verschiedener Porphyrine ein Porphyrin 
zu isolieren, das auch im Kot vorkomme. 

Garrods spektrometrische Werte lassen sich, so wichtig 
seine Bestimmungen sind, fiir nachtrigliche Identifizierungs- 
versuche seines Farbstoffs nicht mit geniigender Sicherheit 
verwerten!), da z. B. bei den sauren alkoholischen Lésungen 
genauere Angaben tiber den Gehalt an Schwefelsiure fehlen, 
auch allgemein nur Bestimmungen der seitlichen Begrenzungen 
der Absorptionsstreifen ausgefiihrt sind, nicht dagegen Bestim- 
mungen der Dunkelheitsmaxima. 

Im Jahre 1915 berichtet Hans Fischer in seiner Ab- 
handlung iiber das Kotporphyrin (aus den Faeces eines Himato- 
porphyriekranken) auch kurz iiber eine Untersuchung seines 
eigenen Harns, in dem er bei der Verarbeitung mehrerer Liter 
die Anwesenheit eines Porphyrins nachweisen konnte?): Zahlen 
sind nicht angegeben. Weitere Beitrige zur Kenntnis des im 
Harn Gesunder vorkommenden Porphyrins hat H. Fischer 





) Das gilt auch fiir die von Saillet, Revue de Médicine XVI, 
8.546 (1896), fiir sein ,normales Urohimatoporphyrin“ festgestellten 
spektrometrischen Werte; seine Zahlen fiir die Lésung des Farbstoffs 
n verdiinnter Salzsiure stimmen z. B. nicht fiir Koproporphyrin; der 
von ihm fir den Streifen I angegebene Wert uu 595 stimmt eher fir 
Nenckis Hiamatoporphyrin oder H. Fischers Porphyrin C,,.H;,N,0,, 
oder ein Gemisch verschiedener Porphyrine. Ebenso steht es mit seinen 
Werten fiir die alkalische Lésung. Wohl aber hat Saillet richtig er- 
kannt, daB das nach seinem Verfahren aus normalem Harn gewonnene 
,Urohimatoporphyrin“ von kiinstlich dargestelltem Himatoporphyrin 
deutlich unterschieden werden kann. 

*) Hans Fischer, Uber das Kotporphyrin, Diese Zs. Bd. 96, 
S. 171 (1915). 
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bis zum Erscheinen meiner Abhandlung?) meines Wissens nicht 
verdffentlicht. Trotzdem H. Fischer schreibt?): ,,Aber es way 
nur so wenig vorhanden, daB ich bezweifle, ob es selbst jy; 
Verarbeitung von 1000 Liter normalem Urin gelingt, Porphyrin 
in zur Mikroanalyse ausreichender Menge in krystallisiertey 
Zustand zu isolieren“, habe ich dennoch im Jahre 1922 {also 
7 Jahre nach H. Fischers kurzer Mitteilung) planmiBig Ver. 
suche zur Identifizierung des im Harn Gesunder vorkommenden 
Porphyrins und zur Aufklirung der mir aufgefallenen betricht- 
lichen Schwankungen in der Menge dieses Farbstoffes auf. 
genommen. Als erstes Ergebnis meiner Untersuchung 
konnte ich vor ungefahr Jahresfrist den von mir selbst nicht 
erwarteten Befund mitteilen, daB das aus dem Harn Gesunder 
von mir abgeschiedene Porphyrin durchaus verschieden ist you 
jenem Harnhimatoporphyrin (H. Fischers _,,Urinporphyrin‘, 
das bei den verschiedenen Formen der als ,,Haimatoporphyrie“ 
bezeichneten Krankheit in meist groBen Mengen im Harn aul- 
tritt, daB es in den bislang priifbaren und gepriiften EKigen- 
schaften mit dem sogenannten Kotporphyrin ibereinstimmt, 
ferner, daB der Porphyringehalt stark schwankt und wahrschein- 
lich in hohem Grade vom Gehalt der Nahrung an Blutfarb- 
stoff abhingig ist. 

Trotz dieser klaren Sachlage machen H. Fischer und 
K. Schneller auf 8. 310 ihrer kiirzlich erschienenen Abhand- 
lung ,Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. III.“*) Aus- 
spriiche, die den Eindruck erwecken kénnen, als ob sie die 
tatsachlich erst von mir erarbeiteten beweisenden Feststellungen 
zur Frage der Identitit jenes Porphyrins A. Garrod 2- 
schreiben wollten. Da eine solche Absicht nicht wohl an- 
genommen werden kann, schlieBe ich, daB den Genannten bei 
der Niederschrift ihrer Satze die zutreffenden Tatsachen nicht 
gegenwartig gewesen sind. Ihre Angaben seien hiermit berichtigt. 

H. Fischer und K. Schneller sind dann noch folgende 





1) Uber die natiirlichen Porphyrine ,,Diese Zs. Bd. 126, S. 169 (1923). 

2) A.a. O., S. 172. 

8) Hans Fischer und Karl Schneller, Zur Kenntnis der natiir 
lichen Porphyrine III., Diese Zs. Bd. 130, S, 802 (1928). 
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weitere Irrtiimer unterlaufen. Bei der Erérterung der Her- 
kunft des physiologischen Harnporphyrins schreiben sie: 


,Hier liegen noch Widerspriiche vor, insofern, als das 
Porphyrin nach Schumm nur aus dem Fleisch und damit 
aus dem Blut stammen kann.“ Ich habe aber aus meinen 
Versuchen bisher nur den Schlu8B gezogen, daB der Porphyrin- 
gehalt des Harnes gesunder Erwachsener bei absolut geringen 
Mengen doch stark schwankt und wahrscheinlich in hohem 
Grade vom Gehalt der Nahrung an Blutfarbstoff abhingig ist. 
Daraus ist meines Erachtens ersichtlich, da8 ich durchaus 
die Méglichkeit offen lasse, daf die Ausscheidung des im 
Harn Gesunder auftretenden Porphyrins anteilsweise durch 
andere Umstiinde als Fleisch- und Blutzufuhr mit beeinfluBt 
wird.') Ein abschlieBendes Urteil ist bei dem jetzigen Stande 
unserer Kenntnisse meines LErachtens freilich noch nicht 
moglich. 

Die Tatsache, da8 ich auch aus gréBeren Mengen normalen 
Harns wiederholt spektroskopisch nachweisbare Mengen von 
Porphyrin nicht habe gewinnen kénnen, glauben Fischer und 
Schneller damit erkliren zu miissen, da’ bei dem in manchen 
Versuchen vorgenommenen Trocknen des Atherauszugs mit 
Natriumsulfat das gesamte Porphyrin verloren gegangen sei. 
Die Genannten haben leider nicht beachtet, daB Parallel- 
versuche, in denen ich die Methode Garrods angewandt habe, 
mehrfach dasselbe negative Ergebnis brachten. 


Daran, daB von klinisch Gesunden Harne entleert werden 
kinnen, in denen man auch bei Verarbeitung ziemlich groBer 
Mengen nach den bislang tiblichen Verfahren Porphyrin 
spektroskopisch nicht oder nicht einwandfrei nachweisen kann, 


') Es sei daran erinnert, daB in Meconium und menschlicher Galle 
dtherlésliches Porphyrin gefunden worden ist, das spektroskopisch, soweit 
feststellbar, die Merkmale des Kotporphyrins aufwies. Ich habe neuer- 
dings wieder eine gréBere Anzahl von Mekoniumproben mit demselben 
Ergebnis untersucht. Der Gehalt an Porphyrin war teilweise ziemlich 


betriichtlich. Uber die Untersuchungen soll spiiter genauer berichtet 
werden, 
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ist meines Erachtens nicht zu zweifeln.!) Es ist sehr woh] 
méglich, da die in meinen Versuchen erhobenen negativyen 
Befunde mit durch die ganze Ernahrungslage (ganz abgesehey 
von der Fleischkarenz der Versuchstage), in der die Versuchs. 
personen sich seit langerer Zeit befanden, bedingt waren, eine 
Frage, die durch einige Gelegenheitsversuche natiirlich nicht 
entschieden werden kann. 

Fischer und Schneller irren sich iiberdies beziiglich 
der Fragestellung, die meinen Versuchen zugrunde lag, 
und den von mir ins Auge gefaBten Zielen. Festzustellen, oh 
man in jedem normalen Harn irgendwie eine Spur Porphyrin 
auffinden kann oder nicht, war nicht die Aufgabe meiner Ver- 
suche; andernfalls hitte ich bei den spektroskopisch nega- 
tiven Harnen selbstverstindlich die von mir vielfach erprobte 
noch empfindlichere spektrographische Methode des Porphyrin- 
nachweises herangezogen. §S. 170 ist klar gesagt, daB ich zu- 
naichst den Ursachen der offenbar betraichtlichen Schwankungen 
im Gehalt des normalen Harns an Porphyrin nachgehen 
wollte. 

DaB durch meine (als erste Mitteilung iiber das im 
Harn Gesunder gefundene Porphyrin bezeichnete) Abhandlung 
die Frage nach der Art des ,normalen* Harnporphyrins nicht 
als endgiiltig geklirt gelten kénne, ist von mir auf S. 173 
durch einen besonderen Satz deutlich zum Ausdruck ge- 
bracht. 


Da H. Fischer weitere Mitteilungen von mir iiber diesen 
Gegenstand nicht abgewartet hat, vielmehr kurz nacheinander 
an 2 Stellen eine Kritik meiner Ergebnisse versucht?), sehe 
ich mich veranlabt, aus der planmiBig weitergefiihrten Unter- 





1) Es sei erwihnt, daB Hans Fischer in seinem Urin bei der 
Verarbeitung von 2!/, Liter nach dem Verfahren von Garrod eben- 
falls Porphyrin nicht nachweisen konnte. Erst durch ein beson- 
deres Verfahren (gleichzeitige Behandlung des Filtrats mit Blutkohle 
und basischem Bleiacetat) konnte er eine Fillung erzielen, deren Salz- 
siure-Alkoholauszug die Porphyrinstreifen eben zu erkennen gestattete! 
Diese Zs. Bd. 96, S. 172 (1915). 

2) A. a. O. und Miinch. med. Wochenschr. Bd. 70, S. 1143 (1923). 
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suchung!) iiber die natiirlichen Porphyrine schon jetzt einige 
neue Kinzelergebnisse herauszugreifen, die erst spaiter, zusammen 
mit anderen, im Rahmen einer ausfiihrlicheren II. Mitteilung 
yeroffentlicht werden sollten. 


1. Betr. Porphyringehalt des Harns Gesunder. Aus etwa 
50 Liter Sammelharn einer Anzahl gesunder Manner wird nach Garrod 
(bei ziemlich reichlicher Phosphatausscheidung) das ,,Porphyrin“ ab- 
geschieden, ausgewaschen, bei essigsaurer Reaktion das itherlésliche 
Porphyrin herausgelést (Eigenschaften wie Kotporphyrin) und etwa die 
Hilfte des Restes, nach méglicher Entfernung der Essigsiure, mit 
Methylalkohol in bekannter Weise verestert. Es gelingt nicht so viel 
chloroformlésliches Produkt (Rohester) zu gewinnen, da8 es regelrecht 
spektrometrisch untersucht werden konnte. Dagegen gelang es mir, in 
spiiter genau zu beschreibender Weise, durch Fraktionierung der ,,Garrod- 
fillung* aus 10 Liter Mischharn einer spiaiteren Sammelperiode neben 
einer ziemlich bedeutenden Menge ,,Koproporphyrin“ in geringer Menge 
ein durch Urobilin verunreinigtes und davon nicht glatt abtrennbares 
Porphyrin zu gewinnen, dessen spektrometrische Werte (zuniichst nur 
in etwa 25°/, HCl gepriift) auf ,,Uroporphyrin“ hindeuten. Ich halte 
es demnach fiir wohl méglich, da8 im Harn klinisch gesunder Minner 
in untergeordneter Menge auch H. Fischers sog. Uroporphyrin vor- 
kommt bezw. vorkommen kann. In wiederholten méglichst quantitativ 
durchgefiihrten Versuchen am letzten Sammelharn habe ich versucht, 
auf spektrocolorimetrischem Wege eine Vorstellung vom Mengenverhiltnis 
der beiden Fraktionen zu gewinnen und schiitze demnach das Verhiltnis 


_ yon iitherléslichem Porphyrin (mit den Eigenschaften des Koproporphyrins) 


zu obigem ,,Restporphyrin“ bei diesem Mischharn auf 4 bis 6:1. 
Bei weiteren Versuchen an gré8eren Mengen Mischharn gesunder 
Minner ist es mir gelungen, das gesamte nach Garrod ausfillbare 
Porphyrin in Form einer verhiltnismaiBig reinen Esterlésung zu gewinnen. 
Die Ester-Chloroformlésung gab treffend das Spektrum einer 
Lésung von Koproporphyrinmethylester in Chloroform, nim- 
lich I. ww 6211/,, IL. 567, ILL. ca, 583, IV. ca. 501. Nach dem Schiitteln 
mit der gleichen Raummenge etwa 25°/,iger Salzsiure gab die Chloroform- 
schicht das Porphyrin-diiurespektrum I. wu 599%/,, III. 556'/,, das sind 
die fiir den kristallisierten Koproporphyrinmethylester verlangten Werte. 
Bei der letzgenannten Probe liefert der kristallisierte Methylester des 


') Sie verzégert sich begreiflicherweise durch die Schwierigkeiten, 
die der méglichst quantitativen Gewinnung des ,,Rohporphyrins“ aus 
normalem Harn u. a. entgegenstehen. Garrods und andere gebriuchliche 


Fillungsmethoden geniigen den Anspriichen nicht in dem gewiinschten 
Mabe. 
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pathologischen Harnporphyrins (C,,H;,N,0,, nach H. Fischer) die stark 
abweichenden Werte I. uu 6051/4, III. 561.1) Auch dieses Ergebnis }e. 
stitigt meine friiheren Befunde. Endlich habe ich in einem neuen Ver. 
suche an normalem Mischharn aus dem nach Garrod ausgefiillten Farb. 
stoffgemenge die Koproporphyrinfraktion miéglichst vollstindig entfern 
und den Rest mit Methylalkohol verestert. Dabei erhielt ich nur eine 
sehr geringe Menge Ester, dessen Chloroformlésung spektrometrische 
Werte gab, die auf ein Gemenge von Koproporphyrin und H. Fischer's 
Uroporphyrin schlieBen lieBen. (Der nach dem Verdampfen der Chloro. 
formlésung verbliebene Riickstand wurde verseift, mit Essigsiiure an. 
gesiuert und mit wenig Ather ausgeschiittelt. Aus dem Ather lic8 sich 
noch eine kleine Menge Porphyrin gewinnen, das sich spektrometrisch 
(in ca. 25°/, HCl gepriift) wie Koproporphyrin verhielt (Str. I. up 593, 
III. 550); der atherunlésliche Rest [,,Uroporphyrinfraktion“| enthielt nur 
noch eine so winzige Menge Porphyrin, daB dessen Eigenschaften nicht 
geniigend gepriift werden konnten.) 


2. Betr. Porphyringehalt des Harns bei Bleivergiftung und 
anderen pathologischen Zustinden. 


Zur Verfiigung standen je 1 Fall von Bleiwirkung und von Leber- 
cirrhose, beide mit nur miBig vermehrtem Porphyringehalt. Verarbei- 
tung des Harns der Bleivergiftung (2 Liter) nach der gleichen Methode 
ergibt neben einem Porphyrin, an dem einwandfrei die physikalischen 





1) Durch diese kiirzlich von mir angegebene Probe mit Chloroform 
und Salzsiure 14Bt sich natiirlich nur entscheiden, ob vorwiegend der 
eine der beiden Porphyrinester vorhanden ist. Kleinere Beimengungen 
des anderen bewirken keine augenfallige Anderung des Spektrums. Sind 
beide in angenihert gleichen Mengen vorhanden, so zeigt das Absorptions- 
bild eine sehr betrichtliche Abweichung, indem beide Streifen zwei sich 
teilweise itiberdeckende Maxima aufweisen, bezw. fast als Doppelstreifen 
erscheinen. Die Mitte des Str. I liegt dann auf etwa uu 601%/,, die des 
Streifens III. auf 558'/,, — Bei anderen Mischungsverhiiltnissen ver- 
schiebt sich die Mitte jedes Streifens je nach dem Uberwiegen eines det 
beiden Ester, entweder rotwiarts oder violettwirts (vergl. oben). Selbst- 
verstiindlich sind genaue Messungen bei scharf eingestelltem Spektrum 
(geringe Spaltweite, scharfe Einstellung des Okulars usw.) erforderlich. — 
Die Probe hat’ den Vorzug, da8 sie nur sehr kleine Mengen der Ester 
erfordert. Stehen etwas gréBere Mengen des Esters zur Verfiigung, 8 
erweist sich, wie ich neuerdings gefunden habe, auch die Priifung i 
Phenol als niitzlich. Hierbei ist auf Abwesenheit jeder Spur Siure 2 
achten. Die Spektralbilder der beiden Ester weisen dann sehr deutliche 
Unterschiede auf, z. B. betriigt der Unterschied im Ort des Streifens I im Rot 
ungefihr 11 uy. Die genauere Beschreibung dieser Probe sowie der Probe 
mit Tetrachlorkohlenstoff erfolgt demniichst in einer besonderen Mitteilung. 
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» Ligenschatten des Koproporphyrins festgestellt werden konnten, einen 


: eben erkennbaren Gehalt an einem Porphyrin, dessen Absorptions- 


4 streifen in etwa 25°/, HCl enthaltender Lésung angenihert zu Harn- 
> porphyrin passen. Ich schiitze das Verhiltnis der beiden Porphyrine auf 


' s—10:1.) Es erseheint mir méglich, das Fraktionierungsverfahren so 
" auszufiihren, daB eine einigerma8en befriedigende Schitzung des Mengen- 


i yerhiltnisses erreicht werden kann; es bleibt aber recht umstiindlich, und 


' das Ergebnis weiterhin etwa méglicher genauerer Bestimmungen des 


| Mengenverhaltnisses wird vermutlich die vorliufig zulissige Auffassung 


kaum indern, nach der bei Gesunden und Kranken (von echten 


-Himatoporphyrie-Fillen mit und ohne Sensibilisierungs- 
> erscheinungen abgesehen) in der Regel hauptsachlich ein 
Porphyrin ausgeschieden wird, das in allen bislang gepriften 


Eigenschaften dem Kotporphyrin gleicht und nur in unter- 
geordneter Menge ein Begleitkérper, der nach den bisherigen Proben 


' H. Fischers Harnporphyrin sein kann;*) da es immerhin wenigstens 


theoretisch von Belang ist, ob auch der normale Organismus die Fahigkeit 


_zur Bildung von H. Fischers Uroporphyrin hat und sei es auch nur 
' in winzigster Menge, so wird die Untersuchung des von mir im Harn 
" aufgefundenen ,,Restporphyrins“ fortgesetzt. 


Von einem (bald danach tédlich verlaufenen) Falle von Leber- 


| cirrhose wurde 1 Liter Harn griindlich mit Eisessig-Ather ausgezogen. 
Der Auszug enthielt Porphyrin mit den Eigenschaften des Kotporphyrins. 


| Der so extrahierte Harn lieferte in der ,,Garrodfillung“ keine spektro- 
_ skopisch nachweisbare Menge Porphyrin, auch nicht, als der ganze Ver- 


‘She Waban i Sia sto hit anne 


-such wiederholt und der extrahierte Harn vor dem Alkalisieren noch 
/ unit einer Lésung von Kalkphosphat gemischt wurde. Wurde der Harn 


unmittelbar nach Garrod behandelt und der gewaschene und getrock- 


» nete Niederschlag in etwa 25°/, HCl enthaltender Lésung untersucht, 
/ 80 gab die Lésung das Spektrum des Kotporphyrins mit der Lage der 
» Streifen I wu 593,7, II. 550,3! 


Se 


') Der zugehérige Kot des Kranken hatte deutlich vermehrten 


| Porphyringehalt. Die ciafache Snappersche Probe (an wenig Kot aus- 


' gefiihrt) ergab ein ungewéhnlich starkes und reines Porphyrin- 


> spektrum, Str. I 598, III 549%. 


‘) Anmerkung bei der Korrektur. Bei einem neuen Falle von 


_ 5leivergiftung fand ich im Harn wiederum bedeutend vermehrten Ge- 
Shalt an ,physiologischem Porphyrin“ (Eigenschaften wie ,,Kopro- 
porphyrin“; Kennzeichnung durch die neuen empfindlichen Spezial- 


reaktionen [vgl. die folgende Abhandlung]) am veresterten Porphyrin 


) Chloroform-HCl, Phenol, Tetrachlorkohlenstoff). In dem aus 51 Harn 
e nach Garrod gewonnenen Rohporphyrin habe ich H. Fischers ,,Uro- 
e porphyrin“ nicht mit Sicherheit nachweisen kénnen! 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXXXIII. 20 
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3. Betr. Porphyringehalt von Knochen bei Haematoporphyri, 
congenita und tierischer Osteohimochromatose.!) 
Erneute Untersuchungen einiger kleiner Stiicke obiger Knoche, 

bestiitigten die friiher von mir mitgeteilten Ergebnisse. Bei der pp. 


handlurg mit Eisessig im Uberschu8 und Ather laBt sich kein ithe. 
lésliches Porphyrin nachweisen. 

Damit ist die Abwesenheit irgend betrichtlicher Menger 
von Koproporphyrin in diesen nochmals ausdriicklich fest. 
gestellt. Bei den untersuchten Knochen hat der Hauptfarbstoff aus de 
Gruppe der Porphyrine genau die friiher beschriebenen Eigenschaften, 
Selbstverstiindlich besteht trotzdem die Méglichkeit, daB einmal bei der 
Untersuchung von reichlicheren Mengen von Knochen (die mir 
zurzeit nicht zur Verfiigung stehen) Spuren von Koproporphyrin 4j 
Begleitkérper gefunden werden. — Die nochmalige Feststellung obige: 
Tatsache schien mir niitzlich als Ergiinzung meiner Befunde iiber da 
Porphyringehalt des Blutes und Pleuraexsudates bei Giinthers’) Fal 
von Himatoporphyria congenita. 


Nachtrag bei der Korrektur. Erneute Untersuchuy: 
von normalem Mischharn und dem unseres letzten Falles vw 
Bleivergiftung ergab in der Garrodfallung wiederum vor. 
wiegend das Porphyrin mit den physikalisch-chemische 
Kigenschaften des ,,Kotporphyrins“, wihrend die Anwesenheit 
des ,,Harnporphyrins* (H. Fischer) nicht einwandfrei erwieser 
werden konnte. 

Zweifellos ist bislang stillschweigend angenommen worden 
daB aus Harnen, die ihnliche Mengen beider Porphyrin 
enthalten, durch die ,,Garrodfillung“ beide in Ahnlicher Meng 
abgeschieden wiirden. Ist diese Annahme richtig, so laBt sicl 
aus meinen Untersuchungen am Harn Gesunder und ,,Ble: 
kranker“ nunmehr der weitergehende Schluf ziehen, dil 


') Sie stammten teils von dem von C. Hegler, Eug. Fraenkel 
und O. Schumm beschriebenen Falle von menschlicher Hiimatopor 
phyrie, teils von einem Ochsen und einem Schweine (vgl. Deutsche met 


Wochenschr. Nr. 18 (1913) und die Mitteilungen von O. Schumm 1 . 


dieser Zs. Bd. 96, S. 183 (1915) und Bd. 98, S. 175 (1916). 
*) H. Giinther, Die Hiimatoporphyrie, D. Archiv f. klin. Medizin 
Bd. 105, S. 89. 
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© wenigstens in vielen Fiillen nur ein Porphyrin von den all- 
F gemeinen Kigenschaften des ,,Kotporphyrins“ in einigermaBen le 
oche, E. greifbarer Menge vorhanden ist. Diese Annahme wiirde sogar | 


LVrig 


r Be. y eine Stiitze finden in einigen Versuchen, bei denen ich durch A 
‘ther. : Bleiacetatfillung eine merklich reichlichere Ausfaillung von : 
— ’ Porphyrin erhielt als nach Garrods Verfahren, aber trotzdem 

fest. i kein anderes Porphyrin isolieren konnte. Auf Grund neuer 

us de fj Beobachtungen an porphyrinarmen Harnen, die mit kleinen, 

atten, ; etwa gleich groBen Mengen beider reiner Porphyrine versetzt 

el der : und nach Garrod verarbeitet worden waren, erscheint es mir | 
: ye ; aber nicht sicher, daB beide stets im gleichen Verhiltnis ihrer fe 


obiger (ee Mengen ausgefillt werden. Diese Frage soll in weiteren Ver- 
r de fj suchen bearbeitet werden. Die Veréffentlichung der Protokolle 








’) Ful [zu vorstehender Abhandlung erfolgt in der nachsten Mitteilung 
| iiber Porphyrin aus Harn. 
chung E 
vor 
. 
scher 
2nheit i 
viese. Je 
orden, 
1yTine 
lenge 
t sich 
ble: t 
, dab 
enkel a 
atopor . 
e med = 
mm i 2 
a4 re 
edizin | y 
20% : 





Uber Porphyrinbildung aus Fleisch. 
(I. Mitteilung.) 
Von 
0. Schumm. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf, 
(Der Redaktion zugegamgen am 20. November 1923.) 


Wir verdanken J.Snapper?) die wichtige Entdeckung, daf 
in den Faeces Kranker nach voraufgegangenen Blutungen in 
Bereiche des Verdauungskanals ein deutlich erhéhter Porphyrin. 
gehalt vorkommen kann, der sich nach dem Verfahren you 
Snapper schon bei Verarbeitung einer kleinen Menge (etwa 
10—20 g) Faeces nachweisen laBt. Nach Snappers Ansicht kam 
der Nachweis des Blutaustritts durch die ,Himatinreak- 
tionen“ in gewissen Fallen miBlingen, weil der Blutfarbstoff in 
Magendarmkanal in Porphyrin verwandelt sein kann. Wegen der 
groBen praktischen Bedeutung des Gegenstandes habe icl 
schon vor langerer Zeit mit der Nachpriifung der Befunde 
Snappers begonnen und mich alsbald davon iiberzeugt, dal 
bei derartigen Kranken ein erhéhter Porphyringehalt der Faeces 
vorkommen und mit Snappers Probe beim Einhalten be 
stimmter Versuchsbedingungen sehr wohl festgestellt werden kann. 

A. Papendieck?) hat darauf im hiesigen Laboratorium 





) J.Snapper, Arch, f. Verdauungskrankheiten Bd. 25, S, 230 (191%) 
Deutsche med. Wochenschrift Bd. 47, S. 985 (1921); Berliner klin 
Wochenschrift Bd. 58, S. 800 (1921); Nederl. Tijdschr. v. Geneesk, 8. 169? 
(1918) (vgl. Zentralbl. f. innere Medizin. Bd. 39, S. 587 (1918). 

*) A. Papendieck, Uber das Porphyrin der menschlichen Faeces 
Diese Zs, Bd. 128, S. 109 (1928). 
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" Untersuchungen tiber den EKinfluB der Nahrung auf den Por- 
| pbyringehalt der Faeces ausgefiihrt und ist zu der Ansicht 
gekommen, daB ,,bei gesunden Individuen eine starke Abhingig- 


| keit zwischen dem FleischgenuB (also der Gegenwart von Blut- 


farbstoff im Magen- und Darmkanal) und der Ausscheidung 


'yon Porphyrin mit dem Kot“ besteht. Das hierbei in den 


Faeces auftretende Porphyrin ist nach Papendieck hichst- 
wahrscheinlich ein Gemenge zweier Porphyrine, von denen das 


_ in groBerer Menge vorhandene sich in den von Papendieck 
- gepriiften Kigenschaften wie H. Fischers Kotporphyrin verhilt. 
' In dem zu den Versuchen benutzten Fleische konnte Papen- 


dieck bei der Verarbeitung von etwa (50—)100 g einen Por- 


_ phyringehalt nicht feststellen. Kiirzlich hat nun Hans Fischer?) 


als Ergebnis in seinem Laboratorium ausgefiihrter Unter- 
suchungen berichtet: ,, Wir finden im Fleisch regelmaBig Kopro- 
porphyrin, aber erst nach AufschluB durch Faulnis.“ 
Die Versuche Papendiecks sind von mir in gréBerem MaBstabe 
wiederholt und erweitert worden. Ich benutzte mageres Rind- 


fleisch. In ganz frischem Fleische habe ich, auch wenn 250g 
| verarbeitet wurden, spektroskopisch weder Koproporphyrin noch 
'ein anderes Porphyrin aufgefunden. Auch in faulendem 


| Fleisch lieB sich unter den von mir gewahlten Ver- 





© suchsbedingungen Koproporphyrin nicht nachweisen, 


wohl aber in wechselnden (teilweise ganz betracht- 
lichen) Mengen ein porphyrinartiger Farbstoff von 


‘abweichendem Verhalten, der dem kiirzlich von mir 
jaus Blut gewonnenen Farbstoff ahnlich, wenn nicht 
-sogar damit identisch ist. 


Die Bildung dieses Porphyrins”) aus Fleisch scheint unter 
Umstinden ziemlich rasch zu erfolgen. In einem Falle fand 


') Hans Fischer, Uber Porphyrinurie und natiirliche Porphyrine. 
Miinch. Med. Wochenschr. 1923, Nr. 36, S. 1143 u. 1144. 

*) Ich wende die Bezeichnung Porphyrin der Einfachheit halber 
an, obgleich vorliufig nur physikalisch-chemische Eigenschaften der Sub- 
stanz festgestellt werden konnten, allerdings solche, die sehr bezeich- 
nend sind. Inwieweit Beziehungen zwischen dem vorliegenden Farbstoff 
und Kimmerers ,,Porphyrin“ aus ,,bluthaltigen“ Bakterienkulturen be- 
stehen, soll erst bei spiterer Gelegenheit erdrtert werden. 
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ich es, in allerdings nur sehr geringer Menge, bei der Verarbeituye 
von ungefihr 350 g frischen Rindfleisches, das unzerkleiney; 
2 Tage bei kihler Zimmertemperatur aufbewahrt und day), 
sogleich verarbeitet worden war. Ferner habe ich (vermutlic) 
das gleiche) Porphyrin in sehr geringer Menge auch bei der Vey. 
arbeitung von etwa '/,—1/, kg Rindfleisch gefunden, das durch 
Pepsinverdauung ,,aufgeschlossen“ war, Koproporphyrin aber 
auch darin nicht. Ich bin daher der Ansicht, daB Kopro. 
porphyrin im Rindfleisch vorgebildet nicht vorhande, 
ist, wenigstens nicht in solcher Menge, daB alleiy 
dadurch der nach FleischgenuB besonders deutliche 
Porphyringehalt der Faeces erklirt werden kénute 
Kin Urteil iiber die etwaige Anwesenheit geringster Spure 
Kotporphyrin im Fleisch, die méglicherweise nur bei der Ver. 
arbeitung sehr groBer Mengen aufgefunden werden kénnen, soll 
damit vorliufig nicht ausgesprochen werden! 

Da nun von Papendieck nach FleischgenuB einwandfre 
eine Zunahme des Porphyringehaltes der Faeces, von mir dis 
gleiche im Harn festgestellt ist, so liegt es am niachsten, de 
Schlu8 zu ziehen, daB wenigstens ein Teil dieses Mehrgehaltes 
der Faeces an Porphyrin irgendwie aus Bestandteilen de 
Fleisches entstanden ist. Dabei kann natiirlich durch Bakterien 
gebildetes Koproporphyrin mit beteiligt sein, d. h. sofern die 
Moglichkeit der Bildung von Kotporphyrin durch Fiulnis. 
bakterien wirklich iiberzeugend erwiesen ist. 

Beachtenswert erscheint mir hierbei der Umstand, dab ius 
Fleisch anscheinend ziemlich leicht jenes andere, von mir ge: 
fundene Porphyrin (siehe unten) entstehen kann, das bis jetzt unter 
solchen Versuchsbedingungen noch nicht beobachtet sein diirite 
und sicher nicht die Kigenschaften des Koproporphyrins bat. 

Oben wurde schon erwihnt, daB die Mengen, in denen ich 
das Porphyrin aus Fleisch bilden konnte, ziemlich stark 
schwankten. Das gleiche beobachtete ich auch in einigen Ver 
suchen an Gefrierfleisch. Soweit sich nach den wenigen dara! 
ausgefihrten Versuchen ein Urteil abgeben laBt, verhielt sic! 
der daraus gewonnene Farbstoff nicht anders als der al‘ 
frischem Fleisch gebildete. 
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Koproporphyrin habe ich dagegen auch im Gefrierfleisch 
‘bei der Verarbeitung mehrerer hundert Gramm) nicht nach- 
weisen kénnen. 


Das von mir aus Fleisch gewonnene Porphyrin ist in den 
bislang gepriiften EKigenschaften nicht nur dem kiirzlich be- 
schriebenen Porphyrin aus Blut, sondern auch dem von Kim- 
merer und Fischer beobachteten und genauer beschriebenen 
Porphyrin) sehr ahnlich. Es lést sich wie jene gut in Chloro- 
form und in essigsiiurehaltigem Ather; aus solcher ‘therischen 
Lisung laBt es sich leicht in 25°/,ige Salzsdure iiberfiihren (auch 
bei sehr schwacher Salzsiiure geht schon Farbstoff iiber, allerdings 
weniger reichlich). Die Lésung in ungetihr 25°/,iger HCl gibt 
ein reines Porphyrin-Saurespektrum mit angenihert folgender 
Lage der Streifen I. 6011/,, Ll. etwa 580%/,, Ill. 556%/,. 
Beim Schiitteln der Lésung mit gleichviel Chloroform nimmt 
dieses einen groBen Teil des Farbstoffes mit griiner Farbe auf. 
Die Lisung zeigt ebenfalls das Porphyrin- Siiurespektrum, aber 
mit der Lage der Hauptstreifen I. etwa 6051/,, III. etwa 561. 
Die durch Waschen mit Wasser entsaiuerte Chloroformlésung 
gibt ein Spektrum mit 4 Hauptstreifen auf 630'/,, 575, 541, 
506 und einen fiinften, sehr zarten Streifen, der (nur ganz an- 
genihert bestimmbar) in der Gegend von 608 liegt. Die Lésung 
des Farbstoffs in sehr verdiinnter Kalilauge gibt ein vier- 
bandiges Spektrum: I. 633, II. etwa 5773/,, IIL. 5447/,, IV. an- 
seniihert 509. Durch die geschilderten EKigenschaften unter- 
scheidet er sich von den iibrigen beziiglich ihrer Zusammen- 
setzung genauer erforschten freien Porphyrinen deutlich. 
Natiirlich bedarf die Frage der Einheitlichkeit und Identitat 
des Farbstoffs noch einer eingehenden Bearbeitung. Die Unter- 
suchung ist durch die geringen Mengen, in denen der Farbstoff 
hei der gewihlten Versuchsanordnung auftritt, sehr erschwert, soll 
uber trotzdem fortgesetzt und nach Méglichkeit erweitert werden. 


Die hier mitgeteilten Beobachtungen veranlaBten mich, eine 
Untersuchung iiber die bei kiinstlicher Aufspaltung von Schwefel- 


1) Vgl. H. Fischer und K. Schneller, Zur Kenntnis der natiir- 
lichen Porphyrine III. Diese Zs. Bd. 130 (1923). 





312 O. Schumm, 


himoglobin entstehenden Farbstoffe in Angriff zu nehmen, die 
unter andern ergeben hat, daB mit Schwefelwasserstoff }ye. 
handeltes Blut bei der Aufspaltung mit starker Salzsiiure jy 
reichlicher Menge einen in Chloroform léslichen porphyrin. 
artigen Farbstoff liefert, der in seinem allgemeinen Verhaltey 
dem von mir kiirzlich aus sauerstofffreiem Blute gewonneng 
chloroformléslichen ,,Porphyrin“ ebenso wie dem hier be. 
schriebenen Porphyrin aus Fleisch auBerordentlich ‘ahnlich ist, 
Uber die Einzelheiten und weiteren Ergebnisse unserer gemein. 
samen Untersuchung wird Herr P. List in einer folgende 
Mitteilung genauer berichten. Hier sei nur kurz das Verhalten 
bei einigen wichtigeren Proben angegeben, das eine iiber. 
raschende Ahnlichkeit mit dem des oben beschriebenen Por. 
phyrins aus Fleisch aufweist! 

1. Lésung in Chloroform. 

Vierstreifiges Spektrum: I. etwa 629, IL. (unsymme. 

trisch, Maximum violettwirts) etwa 574, III. 541, 

[V. etwa 506. 

. Lésung in Ather. 
Vierstreifiges Spektrum: Etwa 630, 575, 536, 502. 

3. Lésung in "/,,-Kalilauge. 

Vierstreifiges Spektrum: Etwa 6331/,, 582, 544, 510. 

4. Lésung in etwa 25°/, HCl. 

Porphyrin-Saurespektrum: I. 602, HI. 5577/,. 

5. Lésung in Chloroform mit gleichviel 25°/ iger 
Salzsaiure geschiittelt. 

Porphyrin-Siurespektrum in der Chloroformschicht selir 
stark: I. etwa 605; III. 5601/,. Porphyrin-Siure- 
spektrum in der Salzsiureschicht schwach: I. w- 
gefabr 602; III. ungefaihr 558. 

Verschiedene Priaparate zeigten in Hinzelheiten kleine 
Abweichungen z. B. beim Streifen I der alkalischen Lésung. 
Die Frage der EKinheitlichkeit wird in Fraktionierungsversuchen 
u. a. gepriift. 


bo 


Im Anschlu8 an diese Untersuchung habe ich Spaltungsversuche 
mit Salzsiure an Kohlenoxydhimoglobin ausgefiihrt, ferner an Blut: 
farbstofflésungen, die mit CO, behandelt waren und dabei Porphyrine 
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von ganz abweichendem Verhalten gewonnen, iiber die demniichst ge- 
nauer berichtet werden soll. Chloroformlésliche porphyrinartige Stoffe 
wurden bei der gewihlten Versuchsanordnung aus CO- und ,,CO,-Blut“ 
bislang nur spurenweise erhalten, cine merklich gréBere Menge lieB sich 
bei essigsaurer Reaktion mit Ather auszichen. Ubrigens sind schon von 
Vinzenz Arnold Spaltungsversuche an CO-Blut und durch Wasserstoff- 
behandlung oder Fiiulnis von Sauerstoff befreitem Blut gemacht worden. 
Arnold benutzte aber konz. Schwefelsiiure und zeigte, daB man so 
reinere Losungen von Hoppe-Seylers Hiamatoporphyrin erhiilt als aus 
sauerstoffhaltigem Blute. 


Versuche. 


1. Frisches mageres Rindfleisch wurde mit der Fleisch- 
hackmaschine zerkleinert. 

a) Etwa 250 g wurden mit einer reichlichen Menge von 
20°), Kisessig enthaltendem Ather im Porzellanmirser grindlich 
durchgearbeitet, der Auszug abgetrennt, das Fleisch nochmals 
mit Eisessig-Ather behandelt, die Ausziige gemischt, mehrmals 
mit Wasser ausgeschiittelt, durch Filtrieren -geklirt und mit 
25°/, Salzsiiure ausgeschiittelt. In dem filtrierten Salzsiure- 
auszug lieB sich spektroskopisch keine Spur Porphyrin auffinden. 

b) Ein weithalsiges 250 g-Glas wurde mit dem Fleisch 
durch festes Kindriicken ganz gefillt, mit eingeschliffenem Stopfen 
unter Vaselin-Dichtung) verschlossen und 8 Tage bei ungefaihr 
15° stehen gelassen. Das beim Offnen des Glases nur ganz 
schwach riechende Fleisch wurde wie bei a) behandelt. Aus 
dem gewaschenen Essigsiiure- Atherauszug wurde ein schwach 
griin gefarbter Salzsiureauszug gewonnen, der ein sehr deutliches 
Porphyrin-Saiurespektrum gab, Str. I. 6011/,. Str. IT. 5561/,. 
Kin Teil der Liésung wurde aufbewahrt und zeigte am nichsten 
Tage das Spektrum mit dem selben Ort der Streifen. Ein 
Teil der Lésung wurde mit der gleichen Raummenge Chloro- 
form geschiittelt. Dabei ging viel Farbstoff in das Chloroform 
‘Str. I. etwa 605%/,, III. etwa 562). 


» 


}4) 


‘/, kg frisches wie oben zerkleinertes Rindfleisch wurde 
'im Porzellanmérser mit Glaspulver zerrieben, zunichst mit 
| einer reichlichen Menge 10°/,iger, danach mit 30°/,iger Kis- 
essig-Athermischung griindlich durchgearbeitet, die Ausziige 
abgegossen, der Riickstand mit Ather nachgewaschen und die 
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vereinigten Ausziige wie bei ,,la)* verarbeitet. Zum Ans. 
schiitteln der groBen Menge Atherauszug benutzte ich in diesen 
Versuch ungefahr 40 com 25°/,ige Salzsiure. In dem durch 
Filtrieren geklirten, nur schwach gelben Salzsiureauszug konnte 
ich auch bei der spektroskopischen Beobachtung in 11 cy 
Schichtdicke keine Spur Porphyrin erkennen. 

3. Der Versuch ,,1 b)* wurde wiederholt mit der Abianderung 
daB die doppelte Menge Fleisch angesetzt wurde und bei etwa 
18—20° nur 4 Tage stehen blieb. Dann wurde die Hiilfte des 
kaum riechenden Fleisches mit ungefihr 1 Liter 20°/, His. 
essig enthaltendem Ather im Morser griindlich durchgearbeitet 
der Auszug abgegossen und der Riickstand mit Ather nach. 
gewaschen. Die vereinigten Ausziige wurden viermal mit wn. 
gefahr 1/, Volumen Wasser ausgewaschen, abgetrennt, durch 
Filtrieren geklirt und mit Salzsiure ausgeschiittelt. Die deut. 
lich griine Salzsiure gab das Porphyrin- Siurespektrum mit der 
Lage der Hauptstreifen I. ungefihr 6011/,, IT. 5561/,. 

4, Versuch ,1b)* unter Benutzung von Gefrier-Rind- 
fleisch wiederholt. Nach mehrtiigigem Stehen war der Stépsel 
durch den entstandenen Gasdruck hinausgedriickt. Das Glas 
blieb lose verschlossen noch 4 Tage stehen. Nunmehr wurde 
die obere Hilfte des Glasinhalts im Morser griindlich mit Glas- 
pulver verrieben und danach mit Eisessig- Athergemisch aus- 
gezogen. Die weitere Verarbeitung des Atherauszugs ergab eine 
Salzsiureauszug, der spektroskopisch nur eben wahrnehmbar 
den Str. III. des Porphyrins auf 566 erkennen lieB. — Die 
untere Halfte des Glasinhalts war sogleich mit Kisessig- Ather- 
gemisch iibergossen und unter méglicher Vermeidung von Lutt- 
zutritt durchgearbeitet worden. Das Ergebnis war trotzdem 
dasselbe. 

5. Versuch ,1b)* mit Gefrier-Rindfleisch wiederholt. 
Nach dreitigigem Stehen in gut verschlossenem Glase wurde 
die obere Hilfte der Masse wie bei ,,1b)* weiter behandelt 
Porphyrin spektroskopisch nicht nachweisbar. Die Verarbeituns 
der andern Hilfte ergab dasselbe. 

6. Versuch ,,4.“° unter Benutzung der doppelten Menge 
Gefrier-Rindfleisch wiederholt. Nach 1 Woche wird det 
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' Inhalt des Glases mit einer reichlichen Menge etwa 20°/,iger 
| Kisessig- Athermischung ausgezogen. Die weitere Verarbeitung 
des Atherauszuges ergibt einen ziemlich stark griin gefirbten 
| Salzsiiureauszug mit starkem Porphyrinspektrum und etwa dem- 
' selben Ort der Streifen wie bei ,1b)“. Beim Schiitteln der 
| Lésung mit Chloroform nahm dieses einen betriichtlichen Teil 
' des Porphyrins auf. Kin Teil der (noch nicht mit Chloroform 
hehandelten) Salzsiure blieb 1 Woche im Tageslicht stehen, 
' wobei eine Anderung des Spektrums erfolgte. 


7. Versuch 1b) mit der doppelten Menge frischen Rind- 


fleisches wiederholt. Nach 4tagigem Stehen bei Zimmer- 
: temperatur wird das Glas gedffnet und das kaum riechende 
| Fleisch mit ungefihr 15°/, Eisessig enthaltendem Ather aus- 
' gezogen, der Auszug wiederholt mit '/,; Volumen Wasser ge- 
' waschen und der durch Filtrieren vollkommen geklirte Ather 
' mit ungefihr 15°/ iger Salzsiure ausgeschiittelt. Die nur 
» gelblich gefiirbte Salzsiure gibt schwaches aber deutliches Por- 
: phyrinspektrum, Str. I. 6013/,, Str. II. 556. Beim Schiitteln 
' mit Chloroform nimmt dieses einen Teil des Farbstoffes auf 
' und gibt das Porphyrinspektrum I. ungefihr 6021/, III. un- 
F gefiihr 561, 


8. Kin einige Tage nach der Schlachtung bezogenes 


' etwa 400 g schweres Stiick mageres Rindfleisch wurde nach 
' der Zerkleinerung in einem Glase mit etwa 20°/, Kisessig 
4 enthaltendem Ather durchgemischt, der Auszug nach einigen 
{ Stunden abgegossen, der Riickstand mit Ather nachgewaschen 
: und die vereinigten Ausziige weiter behandelt wie in Versuch 7. 
' Der aus dem Atherauszug gewonnene Salzsiureauszug (etwa 
' 25°/ HCl) gab schwaches aber deutliches Porphyrinspektrum, 
) Str. L 6014/,, IIT. 5567/,. 


9. Versuch ,,1b) wiederholt. Das Glas mit dem Fleisch 
bleibt 6 Tage im Zimmer stehen. Der Stépsel war hinaus- 


' getrieben; die Masse riecht wenig, Beim Herausnehmen des 


Hleisches macht sich indes schwach der Geruch des Schwefel- 
wasserstofis bemerkbar. Bleipapier, dicht dariiber gehalten, 
braunt sich nur sehr langsam. Das Fleisch wird wie bei ,,1b)« 
verarbeitet; der gewonnene Atherauszug mit etwa 20 ccm 
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25°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. Diese gibt stark das reine 
Porphyrin -Siurespektrum: Hauptstreifen I. 6011/,, schwacher 


Str. II. etwa 580°/,, Hauptstreifen III. 556%/,. Beim Schiitteln | 


mit der doppelten Raummenge Chloroform nimmt dieses dep 
groBten Teil des Farbstofis auf. Die griine Lésung gibt das 


Porphyrinspektrum (I. etwa 605'/,, III. etwa 561). Die dunkel | 


aufbewahrte Lésung gibt am niachsten Morgen das Spektrum 
mit derselben Lage der Streifen. Sie wird durch wiederholtes 
Waschen mit Wasser entsiuert und gibt dann ein Porphyrin- 
spektrum mit 4 Hauptstreifen und einem sehr zarten und 
schmalen fiinften Streifen, ungefaihr bei 608 (kaum angeniihert 
bestimmbar). Ort der Hauptstreifen: I. 6301/,. II. (un. 
symmetrisch) Maximum (rechts von der Mitte) etwa 575. III. 
(nicht ganz symmetrisch) Maximum etwa 541. IV. (nicht ganz 
symmetrisch) Maximum ungefihr 506. Die Chloroformlésung 
wurde verdampft, der Riickstand gibt, in Wasser unter Zusatz 
von sehr wenig Kalilauge gelést, ein 4bandiges_,,alkalisches“ 
Porphyrinspektrum: I. 633. If. (unsymmetrich), Maximum 
(rechts von der Mitte) etwa 577%/,. ILI. (nicht ganz symmetrisch) 
etwa 544?/,. IV. (nicht ganz symmetrisch) ungefaihr 509. 
10. Versuch ,,1 b)“ unter Benutzung der doppelten Menge 
frischen Rindfleisches wiederholt. Beim Offnen des Glases 
hat der Inhalt deutlichen Faulnisgeruch. Bleipapier wird 


langsam gebriunt. Griindliche Extraktion mit 21 20°/, His- | 


essig enthaltendem Ather, Nachwaschen mit Ather. Die ver- 
einigten Ausziige werden viermal mit etwa '/, Raummenge 
Wasser gewaschen. Der sauber abgetrennte und _filtrierte 
Atherauszug wird mehrmals mit je 20 ccm 25 °/,iger Salzsiure 
ausgeschiittelt. Die Salzsiureausziige sind deutlich griin und 
geben ein starkes Porphyrin-Siurespektrum mit dem Ort der 
Streifen wie in den friiheren Versuchen; dagegen ist Kot- 
porphyrin spektroskopisch nicht nachweisbar. Aus der Salz- 
siure liBt sich der Farbstoff in betriichtlicher Menge mit 
Chloroform ausschiitteln. Die mit Wasser siurefrei gewaschene 
Chloroformlésung hinterliBt beim Verdunsten einen Riickstand, 
der in "/,,-Kalilauge gelést das 4bandige Porphyrinspektrum 
gibt. — Auch nach erschépfender Behandlung mit Chloroform 
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gibt obiger Salzsiéureauszug nicht das Spektrum des Kot- 
porphyrins. 

11. Versuch ,,1 b) wiederholt mit der Abianderung, daB 
das Fleisch im verschlossenen Glase ungefaihr 3 Wochen bei 
1j-20° im Zimmer stand. Der Eisessig-Atherauszug wird 
finfmal mit etwa '/, Raummenge Wasser gewaschen, abgetrennt, 
durch Filtrieren geklart und nacheinander mit Salzsiiure von 1, 
5 und 25°/, HCl-Gehalt (je 20 ccm) ausgeschiittelt. Der erste 
Auszug ist gelb, die folgenden violett, in auffallendem Lichte 
grinlich, alle geben das Porphyrin-Siurespektrum, der erste 
sshwach, aber schon sehr deutlich, die beiden folgenden stark. 
Dem verschiedenen HCl-Gehalt entsprechend ist der Ort der 
Streifen im ersten Auszug (mit 1°/, HCl) I. etwa 599, 
II]. etwa 553°/,, im zweiten etwa 599*/, und 554°/,,im dritten 
etwa 601'/, und 556!/,. Der zweite und dritte Auszug werden 
mit Chloroform ausgeschiittelt, wobei viel Farbstoff iibergeht. 
Beide werden mit Wasser siurefrei gewaschen und geben dann 
das Porphyrinspektrum I. 629, I. (unsymmetrisch, Maximum 
violettwarts) 574, IL]. etwa 541, IV. etwa 506%/, bzw. I. 629), 
If. 5741/,, LT. etwa 541%/,, IV. etwa 506!/,. Die nach dem 
Verdampfen der Chloroformlésungen verbleibenden Riickstande 
werden erneut in Chloroform aufgenommen, wobei ein Teil 
ungelist bleibt (dieser, in 25°/, HCl gelést [violett], gibt das 
Porphyrin-Siurespektrum I. 603, III. 558 bzw. I. 6031/,, 
IIT. 5581/,.) Die Chloroformlésungen gaben das Spektrum 
1. 629, II. 574, IIL. etwa 541, IV. etwa 506 bzw. I. 6291/,, IL. 574, 
II]. etwa 542, IV. etwa 507, ferner beide noch einen AuBerst 
zarten schmalen Streifen, dessen Lage nur angenihert zu 603 
geschitzt werden konnte. Die nach dem Verdunsten der Chloro- 
lormlésungen verbliebenen Riickstinde geben, in "/,,-Kalilauge 
selist, das 4bandige Spektrum I. 633, IJ. (unsymmetrisch, 
Maximum violettwirts) etwa 579, III. etwa 5441/,, IV. etwa 510. 

12. Einige hundert Gramm frisches mageres Rindfleisch 
wurden wie oben zerkleinert, der Brei mit etwa 800 ccm 
1,5°/,iger Pepsinsalzsiure gemischt und unter Zusatz von 5 ccm 
Chloroform gut verschlossen 5 Tage im Brutschrank gehalten, 
mit Soda alkalisiert, zweimal mit dem gleichen Volumen etwa 
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10°/, Kisessig enthaltendem Ather ausgezogen. Wegen dey 
eingetretenen Emulsionsbildung wurde reiner Alkohol zy. 
gefiigt. Die Ausziige wurden gemischt und wiederholt mit vie] 
Wasser ausgeschiittelt, nach sauberer Abtrennung geklirt und mit 
25°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. Diese gab schwaches aber 
deutlich erkennbares Porphyrin-Saurespektrum: I. ungefiihr 601. 
ITI. 5561/,. Beim Schiitteln der Lésung mit gleich viel Chloro. 
form: teilweiser Ubergang des Farbstoffs. Wegen der geringen 
Menge: Spektrum nur schwach, daher Ort der Streifen nur an. 
genihert zu schiitzen (ungefabr 604 und 5601/,). 

13. Versuch ,,10“ wiederholt unter Verwendung yon 
'/, Pfund frischen mageren Rindfleisches. Die Pepsinsalzsiiure 
enthielt 1 g Pepsin.’) Nach 3tiagiger Verdauung wird mit 
Kalilauge schwach alkalisiert; weitere Verarbeitung wie bei 
10.6, aber ohne Alkoholzusatz. Der erzielte Salzsiureauszug 
aus dem Atherextrakt gab schwach, aber deutlich erkennbar 
das Porphyrinspektrum I. 6017/,. TH, 5567/,. 

14. Versuch ,,11“ wiederholt. Nach 4tigigem Stehen bei 
38° bleibt das Verdauungsgemisch, in dem das Fleisch fast voll- 
stindig aufgelist war, noch 2 Tage bei etwa 18° stehen, wird 
dann mit Soda alkalisiert, mit der gleichen Raummenge etwia 
20°/, Hisessig enthaltenden Athers ausgeschiittelt, zur Ent- 
mischung der entstandenen Emulsion Alkohol zugefiigt, nach 
Abtrennung des Atherauszugs nochmals mit Ather ausgeschiittelt. 
Die vereinigten Ausziige werden mehrfach mit je '/, Volumen 
Wasser ausgeschiittelt, danach durch Filtrieren geklirt und 
mit 20 ccm 25°/,iger HCl ausgeschiittelt. Der Salzsiureauszug 
gab bei 6 cm Schichtdicke eben deutlich erkennbar das Por: 
phyrin-Siurespektrum: I. ungefihr 602. III. 557. 

15. 1 kg frisches mageres Rindfleisch wurde mit 4! 
Pepsin-Salzsiure nach Zusatz von 3/,°/, Chloroform 8 Tage im 
Brutofen gehalten, danach mit Soda alkalisiert und mit etwa 
20°/, Eisessig enthaltendem Ather erschépfend extrahiert, der 


') Alle benutzten Reagenzien, auch das Pepsin, wurden auf vollige 
Abwesenheit von Porphyrin besonders gepriift. — Ebenso habe ich mich 
bei jedem neuen Versuche beziiglich aller benutzten Glasgeriite davon 
iiberzeugt, daB sie durch keine Spur Porphyrin verunreinigt waren. 
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Auszug halbiert, eine Hilfte mit 25°/,iger, die andere mit 
39 iger Salzsiure extrahiert. Der erste Auszug enthielt eine 
sehr geringe Menge Porphyrin (Str. I. etwa 601, III. etwa 555), 
der zweite noch weniger, so da8B nur der Ort des Streifens III 
agenihert bestimmt werden konnte; von Kotporphyrin keine 
Andeutung. 

16. Versuch ,,15“ wiederholt mit '/, kg magerem Rind- 
feisch und 21 Pepsin-Salzsiure. Nach 4tigiger Verdauung 
ist der gréBere Teil des Fleisches geliést. Extraktion wie bei 
i“. Hialfte des Auszugs nach viermaligem Waschen (mit je 
etwa 7/, Volumen Wasser) mit 25°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. 
Die Salzsture gibt iuBerst schwaches Porphyrin-Siiurespektrum 
I. angenthert 601, III. angenahert 5557/,). Vom Kotporphyrin- 
spektrum keine Andeutung. 

Nachtrag bei der Korrektur. Ich habe neuerdings 
wiederholt als ,,frisch“ bezogenes, der iuBeren Beschaffenheit 
nach sehr gutes Rindfleisch und Ochsenherzen auf einen Gehalt 
an Porphyrin untersucht und dabei durch Extraktion mit 
2—5°/, Kisessig enthaltenden Ather eine geringe aber sicher 
nachweisbare Menge eines atherléslichen porphyrinartigen Farb- 
stofis gewonnen. Dieses ,,Porphyrin“ lieB sich aus dem gut 
sewaschenen Atherauszug in Salzsiiure iiberfiihren, daraus in 
Chloroform. Einen Unterschied im Verhalten gegeniiber dem 
oben beschriebenen Porphyrin habe ich nicht feststellen kénnen. 
Ns ist (abgesehen von der Atherléslichkeit) vom ,,Kotporphyrin“ 
HH. Fischer) scharf unterschieden. —. Hinige Tage im LKis- 
schrank aufbewahrte Ochsenherzen ergaben einige Male be- 
deutend mehr ,,Porphyrin“. In keinem Falle zeigte dieses die 
Kigenschaften des ,,Kotporphyrins“ (H. Fischer). Nach meinen 
Erfahrungen wird man beim Priifen derartigen Materials auf 
Porphyringehalt zuniichst auf dieses von mir genauer gekenn- 
zeichnete Porphyrin stoBen und nicht auf ,,Kotporphyrin“. 
Dasselbe Ergebnis hatten Versuche an gleichem, der spontanen 
Fiulnis tiberlassenen Material. — Ob bei reichlichem Ertrag 
an Porphyrin neben dem iiberschiissig vorhandenen oben be- 
schriebenen Kérper etwa Spuren ,,Kotporphyrin“ gefunden 
werden kénnen, bedarf niherer Untersuchung. Sollte der be- 
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schriebene Kérper in dem von mir untersuchten tierischen 
Material nicht schon vorhanden gewesen sein, so miBte man 
annehmen, daB er aus einer leicht verinderlichen Vorstufe bei! 
der Bearbeitung nach der bislang als einwandfrei geltenden} 
Methode gebildet wird. Daraus wiirden sich wichtige Folge. 
rungen u.a. fiir die Beurteilung der Porphyrinbefunde in Faeces| 
Gesunder bei Fleischnahrung und der Befunde an sog. natiir- 
lichen ,,Porphyrin-Kiimmerer“ ergeben. — Den obigen ahnliche’ 
Befunde habe ich an Organen (Herz, Milz) von Leichen er- 
hoben. — Die Untersuchung wird fortgesetzt und auf ent-: 
blutete Organe u. a. ausgedehnt. 
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Lu 5 Wilistdtter und Schneider, Zur Kenntnis des Invertins“. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. Bd. CX XXIII. 


Tabelle XI. Fraktionierungsversuch mit Invertin aus gealtertem Autolysat. 


22,5 Liter Autolysat, 8 Mon. alt, 100,5 S. E. 


Y 
Alkoholfiillung, Elution durch Wasser, 75,8 8. E. 


Y 


Adsorbiert aus 3/, n-essigsaurer Lésung mit Kaolin (A.W. 0,26), 71,2 S. E. 


Elution d. Ammoniak. 50,7 S. E. 
! 


Y 
Adsorbiert aus neutr. Lésung mit Tonderde C (A.W. 11,5), 45,4 8. E. 


Y 
Elution. d. Phosphat, 39,9 8S. E.; Priip. d; S.W. 2,28; 8,46°/, N. 


7 
Fraktionierte Adsorption aus neutr. Lésung mit Tonerde B (A. W. 19,5), 30,85 S. E. 





und 


12,7°/, N. 


Y 
Eing. dial. 1,08 E. 


Pr. h,;5.W. 1,86; 7,899/, 


Y Y 
I. Elution d. Phosph. 21,0 S. E. II. Elution d. Phosph. 5,42 8. E. 
Y Y 
King. dial. 18,6 8S. E.; Pr. g; S.W. 2,95; 10,24°/, N. Eing. dial. 4,63 E.; Pr. h; S.W. 2,00; 
' ' 
Von ang. 12,78. E,. ads. mit Tonerde B (A.W. 24) 11,248. E. und Restlésung 1,468. E. Von 3,86 E. ads. m.Tonde 
| | | | 
y y y y ’ 
I. El. 3,30 E. II. El. 2,66 E. Ill. El. 2,05 E. Ads.d.Tonerde(A.W. 24) 0,13E. und Restlés. 0,74 E. Rasche Elution 1,83 E. 
| | | | | | 
Y Y - \s Y Y Y 
Eing. dial, 3,28 E. Eing. dial. 2,26 E. King. dial. 1,81 E. Rasche Elution 0,39 E. Eing. dial. 0,655 E. King. dial. 1,64 E. 
| 
Y 
Pr.g,; S.W.4,55; 9,41°/, N. Pr. g,; S.W. 3,57. Pr. g,; S.W. 3,57. Eing. dial. 0,35 E. Pr.g,; S.W.2,5; 7,79°/,N.  Pr.h.; S.W.1,93; 8,47°/, N° 
Von 6,438.E. wegads. m. Tonerde B (A.W. 29) 1,18E.;  Restlés, 5,25 E. Pr. g,; S.W. 4,0; 9,18°/, N. 


¥ 
Eing. dial. 5,25 E.; Pr. g,; S.W. 3,7; 7,38°/, N. 


| 


Y 
Von 4,08. E. in n/40-Essigsiiure ads. d. Tonerde (A. W. 30), 1,498. E., ferner 1,58 8S. E. und Restlis. 0,93 S. E. 


_ 





nl 


Elution d. Phosph. 2,07 E. 


Y 
Eing. dial. 2,02 S. E. 


Pr. 93; S.W. 5,35; 11,82°/, N. 


b 
Eing. dial. 0,835 S. E. 


Pr. J9; S. W. 4,0; 6,6°/, N. 






rde (A.W. 14) 2,76 E. und Restlés. 1,12 E 


, 


4 





320 OQ. Schumm, Uber Porphyrinbildung aus Fleisch. 


schriebene Kérper in dem von mir untersuchten tierische 
Material nicht schon vorhanden gewesen sein, so miBte ma 
annehmen, daB er aus einer leicht veriinderlichen Vorstufe be 
der Bearbeitung nach der bislang als einwandfrei geltende 
Methode gebildet wird. Daraus wiirden sich wichtige Folge 
rungen u.a. fir die Beurteilung der Porphyrinbefunde in Faece 
(sesunder bei Fleischnahrung und der Befunde an sog. natiir 
lichen ,,Porphyrin-Kimmerer* ergeben. — Den obigen dhnlich 
Befunde habe ich an Organen (Herz, Milz) von Leichen erg 
hoben. — Die Untersuchung wird fortgesetzt und auf ents 
blutete Organe u. a. ausgedehnt. : 
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8; 8,46°/, N. 


1%), Xt. 


%.und Restlés. 1,12 E. 


Eing. dial. 1,08 E. 





tolysat. 


und 


Y 


h,; S.W. 1,86; 7,899/, N. 


Y 
King. dial. 6,32 E.; Pr. f; S.W. 2,44; 7,87°/, N. 


Y 
Adsorbat mit Tonerde (A. W. 20), 5,10 S. E. 


Y 
I. El. 2,16 E. 


Y 
King. dial. 2,13 E. 


Pr. /,; 5S.W.3,13; 7,16°/, N. 


Restlésung, 7,15 S. E. 


| 


| 








| 
Y 


II. El. 1,22 E. 


| 


Y 
King. dial. 1,01 E. 


Pr. f,; S.W.1,73; 7,519/,N. 


